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Ce travail doctoral est centré sur la régénération du foie en conditions normales
et au cours de la stéatose hépatique. Ces dernières décennies, de nombreux travaux
ont utilisé des modèles d’invalidations géniques aﬁn d’identiﬁer les acteurs impor-
tant au cours de la régénération hépatique. Dans ce contexte, il avait été observé
que des animaux dont le signal de l’hormone de croissance était inhibé présentait
un défaut majeur de prolifération hépatocytaire après hépatectomie. Dans un pre-
mier temps, notre laboratoire s’est donc intéressé à comprendre comment l’hormone
de croissance contrôle la régénération hépatique au niveau moléculaire. Pour cela,
nous avons pratiqué des hépatectomies sur des animaux dépourvus en récepteur
de l’hormone de croissance (GHrKO). Nous avons ainsi montré que l’hormone de
croissance jouait un rôle majeur au cours de la régénération hépatique en contrô-
lant l’expression d’EGFR ainsi que l’activation de Erk1/2. Dans un second temps,
je me suis intéressée à une situation pathologique associée à une dérégulation de
la voie de l’hormone de croissance : la stéatose hépatique. De façon intéressante,
de nombreux modèles murins de stéatose hépatique présentent également une inhi-
bition importante de la prolifération après hépatectomie partielle. Chez l’Homme,
cette maladie (NAFLD pour Non alcoholic fatty liver disease) représente un fac-
teur de risque lors de transplantations hépatiques et de résections majeures du foie.
Grâce à l’analyse quantiﬁée de plusieurs paramètres issue de biopsies de patients
obèses, nous avons montré l’existence d’une forte corrélation entre stéatose hépa-
tique et diminution de l’expression de l’EGFR sur l’Homme. Nous avons également
pratiqué des hépatectomies sur deux modèles de stéatose, l’un génétique (ob/ob)
l’autre induit par un régime déﬁcient en méthionine et choline (MCD). Les ciné-
tiques de régénération post hépatectomie nous ont permis de conﬁrmer un défaut
de régénération hépatique chez les souris ob/ob et MCD. D’autre part, l’étude de
ces modèles de stéatose nous a amenés à valider la dérégulation de la voie de l’hor-
mone de croissance et la diminution transcriptionnelle de l’EGFR avant et après
hépatectomie partielle. En parallèle, nous avons souligné l’implication de la voie in-
hibitrice de prolifération TGF-β, dans l’altération de la prolifération hépatocytaire
des animaux ob/ob. En eﬀet, de nombreux acteurs de cette voie sont surexprimés
après l’hépatectomie partielle, participant certainement au défaut de régénération
plus drastique observé sur ce modèle. Pour ﬁnir, nous avons également montré que
l’injection sur une courte période d’hormone de croissance sur les animaux ob/ob
restaure la prolifération hépatocytaire post hépatectomie. Ce sauvetage phénoty-
pique est associé à une réexpression transcriptionnelle et protéique de l’EGFR.
A terme, ces travaux nous amènent à proposer que la dérégulation de l’axe hor-
mone de croissance/EGFR représente un mécanisme général associé à la stéatose
hépatique et responsable du défaut de régénération du foie lié à cette maladie.
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Abstract
This doctoral work focused on liver regeneration in physiological conditions and
during steatosis. These last decades, several studies used gene invalidation models
to identify important actors during the liver regeneration. In this context, it had
been observed that animals displaying a defect of growth hormone pathway had
a drastic defect of liver regeneration after partial hepatectomy. Initially, we star-
ted this work by focusing on understanding how growth hormone controls liver
regeneration at the molecular level. To do so, we performed partial hepatectomies
on animals deleted for the growth hormone receptor gene (GHrKO). These results
showed that growth hormone plays a central role in the control of liver regeneration
through the expression of EGFR and the activation of Erk1/2. Secondly, we focused
our attention on a pathological situation showing a defect of growth hormone si-
gnaling : hepatic steatosis. Interestingly, many mice models of hepatic steatosis also
present a drastic inhibition of hepatocytes proliferation after partial hepatectomy.
In Humans, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) represents an important risk
factor regarding liver transplantations and resections. Through quantiﬁed analysis
of several parameters from obese patient biopsies, we showed the existence of a
strong correlation between hepatic steatosis and decrease in EGFR expression on
humans. We also performed partial hepatectomies on two models of hepatic stea-
tosis, one being genetic (ob/ob) and the other one being induced by a methionine
choline deﬁcient diet (MCD). Kinetics of regeneration post hepatectomy led us to
conﬁrm the defect of liver regeneration in on ob/ob and MCD mice. Moreover, the
study of these steatotic models allowed us to corroborate the downregulation of
the growth hormone signaling and the transcriptional decrease of EGFR expres-
sion. We also underlight the importance of TGF-β, a signaling pathway inhibiting
proliferation, in the liver regeneration defect observed in ob/ob mice. Indeed, many
members of this pathway have been found to be upregulated after partial hepatec-
tomy, possibly being involved in the drastic regeneration defect observed in ob/ob
mice. To ﬁnish, we also showed that growth hormone injections on a small period
of time in ob/ob mice were capable of rescuing hepatocyte proliferation post hepa-
tectomy. This phenotypic rescue was associated with a reexpression of EGFR at
the transcription and protein level. This work led us to propose that the defect of
the growth hormone/EGFR pathway represents a general mechanism associated
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Erks Extracellular-signal-regulated kinases
FGF Fibroblast Growth Factor
FLPC Fetal Liver Progenitor Cells
Foxm1b Forkhead Box m1b
FXR Farnesoid X Receptor
GDF Growth and Diﬀerentiation Factor
GFP Green Fluorescent Protein
GH Growth Hormone
GHIH Growth Hormone Inhibiting Hormone
GHRH Growth Hormone Releasing hormone
GHRLD Growth Hormone Receptor Liver Deﬁcient
GLUT4 Glucose Transporter type 4
Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2
HB-EGF Heparin-Binding EGF
HFCS High-Fructose Corn Syrup
HFD High Fat Diet
HGF Hepatocyte Growth Factor
HGF Hepatocyte Growth Factor
HSL Hormone-Sensitive Lipase
IDL Intermediate Density Lipoprotein
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IGF-1 Insulin-like Growth Factor 1
IGFBP Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 1
IL-6 Interleukin 6
IP3 Inositol triphosphate
IRS Insulin Receptor Substrate
Jak2 Janus kinase 2
JNKs c-Jun N-terminal kinases




LTBP Latent TGF-β Binding Proteins
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinases
MAT1A Methionine Adenosyltransferase I
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MKK4 Mitogen-activated protein Kinase Kinase 4
mTOR mammalian Target Of Rapamycin
Myd88 Myeloid diﬀerentiation primary response gene 88
NAFLD Non-Alcoholic Fatty Liver Disease




NF-κB Nuclear Factor-kappa B
Nrf1 Nuclear respiratory factor 1
PDGF Plateled-Derived Growth Factor
PI3K Phosphatidylinositide 3-kinases
Pit-1 Pituitary-speciﬁc Transcription factor-1
PKC Protein Kinase C
PLC-γ Phospholipase C-γ
PPAR Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
PTEN Phosphatase and TENsin homolog
Rb Retinoblastoma
ROS Reactive Oxygen Species
RTKs Receptor Tyrosine Kinase
SAM S-Adenosyl Methionine
Shc Src homology 2 domain containing
SOCS Suppressor of cytokine signaling
SOS Son of Sevenless
Sp1 speciﬁcity protein 1
SPARC Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein
Src Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src
SREBP-1c Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1c
STATs Signal transducer and activator of transcription
TGF Transforming Growth Factor
TGR5 G protein-coupled bile acid receptor 1
TNF Tumor necrosis factor
uPA urokinase-type Plasminogen Activator
USF Upstream Stimulating Factor
VLDL Very-Low-Density Lipoprotein
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Quelques généralités sur le foie
1.1 Un brin d’histoire
Le foie est l’organe interne le plus volumineux de l’organisme. C’est pro-
bablement pour cette raison qu’il a suscité l’intérêt des Hommes depuis plu-
sieurs millénaires. Les babyloniens le considéraient comme le siège de l’âme,
de la vie et du sang. A cette époque, les prêtres pratiquaient l’art divinatoire
de l’hépatoscopie de foies d’animaux sacriﬁés pour y prédire l’avenir. Ceci
donna aux babyloniens et plus tard au peuple grec une vision anatomique,
quoique superﬁcielle du foie animal [1]. Au IIIème siècle avant Jésus-Christ, le
médecin grec Hérophile de Chalcédoine pratiqua des vivisections pour parer
au tabou de la dissection cadavérique. Il fut le premier à donner une des-
cription anatomique précise du foie. Cependant, la description des fonctions
hépatiques ne reposait pas tant sur des observations empiriques, puisqu’on
le voyait comme à l’origine du sang, une des « quatre humeurs d’Hippocrate
» avec la pituite, la bile jaune et noire [2]. Le déséquilibre d’une des humeurs
comme celle en provenance du foie était à l’origine des maladies. Si la des-
cription anatomique du foie s’est par la suite améliorée avec les dessins du
système vasculaire hépatique de Léonard de Vinci, puis plus tard de Francis
Glisson en 1654 (Figure 1.1), la connaissance de la fonction du foie n’a pas
évolué avant le développement de la chirurgie hépatique, à la ﬁn du XIXème
siècle. On sait à présent que le rôle essentiel du foie est de remplir trois grands
groupes de fonctions vitales : métaboliques, de détoxiﬁcation et d’excrétion.
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Figure 1.1 – Système vasculaire intrahépatique provenant des Carnets de Leo-
nard de Vinci (A) et illustré par Francis Glisson (B) [2]
1.2 Une vision histologique
Anatomiquement, le foie est entouré d’une capsule conjonctive ﬁbreuse
nommée la capsule de Glisson entourant les diﬀérents lobes qui composent le
foie (4 lobes chez l’Homme, 5 chez la souris). Ces derniers ont eux-mêmes été
subdivisés en segments de I à VIII par Claude Couinaud en 1954. Cependant,
cette séparation anatomique n’a pas de conséquence fonctionnelle sur le foie
puisque tous les lobes exécutent les mêmes rôles. En eﬀet, on considère le
lobule hépatique comme l’unité fonctionnelle du foie.
1.2.1 Le lobule hépatique
Cette structure hexagonale s’organise autour d’une veine centrolobulaire
et est délimitée par plusieurs espaces portes comprenant la veine porte, un
canal biliaire et une artère hépatique (Figure 1.2). Le sang véhiculant les
nutriments de la digestion intestinale arrive dans le foie par la veine porte,
tandis que le sang oxygéné passe par l’artère hépatique. Le tout est ensuite
ﬁltré en passant à travers les sinusoïdes et relargué dans la veine centrolo-
bulaire avant de se jeter dans les veines sus-hépatiques pour y être évacué.
Les canalicules biliaires servent quant à eux à récupérer la bile produite par
les hépatocytes, qui s’abouchent dans les canaux biliaires, puis le canal cho-
lédoque avant de rejoindre le duodénum.
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Figure 1.2 – Schéma de la structure lobulaire du foie adapté du Textbook of
Histology de Bloom et Fawcett [3]
1.2.2 Les types cellulaires
Les hépatocytes représentent 60% des cellules du foie mais comptent pour
80% du volume hépatique. Ces cellules assurent de multiples fonctions méta-
boliques et pour ce faire, présentent une structure polarisée. La partie basale,
proche de la circulation sanguine fait face aux sinusoïdes, la partie apicale
participe à la formation du réseau de canalicules biliaires par accolement de
la membrane plasmique avec les autres hépatocytes [4].
Les cholangiocytes sont les cellules épithéliales du canal biliaire. Elles
participent à la formation de la bile en relarguant du bicarbonate et de l’eau,
et à son transport vers le canal cholédoque.
Les cellules endothéliales du foie sont des cellules sinusoïdales formant les
vaisseaux sanguins. Elles sont fenestrées et dépourvues de membranes basales
pour faciliter les échanges avec les hépatocytes [5].
Les cellules de Küpﬀer composent une partie du système immunitaire du
foie et se situent dans la lumière des sinusoïdes. Ce sont les macrophages du
foie, ce qui en fait les principaux acteurs du système phagocytaire hépatique.
Elles régulent aussi l’inﬂammation hépatique en sécrétant des cytokines telles
que le TNF-α et l’IL-6 [5].
Les cellules étoilées ou cellules de Ito sont logées dans l’espace périsi-
nusoïdal situé entre les sinusoïdes et les hépatocytes. Leur rôle n’est pas
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parfaitement caractérisé. On sait qu’elles stockent des gouttelettes lipidiques
riches en vitamine A et sont impliquées dans la réparation et dans le dévelop-
pement de la ﬁbrose hépatique en dialoguant avec les cellules immunitaires
du foie. Quand le foie présente une lésion, ces cellules vont être responsables
du collagène sécrété [5].
1.2.3 Une compréhension fonctionnelle
On dénombre pas moins de 500 fonctions diﬀérentes du foie. Pour cette
raison, il serait fastidieux de toutes les énumérer mais il est possible de les
regrouper par diﬀérentes catégories.
La fonction métabolique du foie
Le foie est le premier organe que rencontrent les nutriments après leur
absorption. En conséquence, il permet de stocker un certain nombre de vita-
mines ainsi que le fer, mais il a un rôle prépondérant dans le métabolisme de
des hydrates de carbones, des acides gras et des protéines (Figure 1.3).
Métabolisme des hydrates de carbones
Figure 1.3 – Les fonctions métaboliques du foie. (a) les fonctions métaboliques
du foie et le ﬂux des produits à travers la veine porte, l’artère hépatique, la veine
cave et le canal cholédoque. (b) La microanatomie générale du foie, montrant l’em-
placement des veines centrolobulaires, les espaces portes ainsi que le ﬂux sanguin
[6]
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Le rôle primordial du foie sur les hydrates de carbone est de contrôler la
glycémie. Des senseurs intra hépatiques détectent des gradients de concen-
tration de glucose entre la veine porte et l’artère hépatique et réagissent aux
sécrétions d’insuline en absorbant le glucose pour le transformer en glucose
6-phosphate dans le foie [7]. Dès lors, il pourra être massivement stocké sous
forme de glycogène ou glycolysé pour fournir du pyruvate. Celui-ci entre
ensuite dans la mitochondrie et passe par le cycle de Krebs pour fournir l’es-
sentiel de l’énergie dégagée au cours de la glycolyse par une série de phospho-
rylations oxydatives et produire de l’Acetyl-CoA indispensable à la synthèse
lipidique. A l’inverse, lorsque la concentration de glucose est trop faible, sous
l’inﬂuence du glucagon, le foie peut utiliser ses réserves en glycogène pour
former du glucose (glycogénolyse) ou en produire de novo à partir de lactate,

















































































Figure 1.4 – Schéma des trois principales voies métaboliques du foie. Le mé-
tabolisme protéique, le métabolisme des hydrates de carbones et le métabolisme
lipidique
Métabolisme lipidique
Les acides gras arrivant dans le foie sont très vite transformés en trigly-
cérides et peuvent alors emprunter trois voies diﬀérentes. Il peuvent dans
un premier temps être utilisés pour produire de l’énergie en agissant comme
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substrats à la β-oxydation (lipolyse). Cette réaction les transforme en Acetyl-
CoA, qui servira ensuite de carburant pour le cycle de Krebs. Ils peuvent éga-
lement être exportés à destination des adipocytes grâce à des lipoprotéines
(VLDL, IDL, LDL, HDL). Alternativement, ils ont la possibilité d’être sto-
ckés dans le foie jouant alors le rôle d’un réservoir de substitution. C’est
notamment le cas quand il y a une augmentation de la synthèse ou de l’ap-
port des acides gras et une diminution de la dégradation ou de l’export de
ces derniers. Progressivement, ces triglycérides sont stockés de façon exces-
sive sous forme de gouttelettes lipidiques dans le foie. Ceci peut aboutir au
développement de la stéatose hépatique qui sera développée dans le chapitre
suivant. Le foie peut également produire à la fois son propre cholestérol mais
aussi ses triglycérides à partir d’Acétyl-CoA par une réaction appelée lipoge-
nèse [8] (Figure 1.4).
Métabolisme des protéines
Les protéines sont très rapidement dégradées en acides aminés, puis désa-
minées dans le foie. A l’inverse des lipides ou des glucides, les acides aminés
ne peuvent pas être stockés. Ils ont alors une alternative possible dans le
foie. Ils peuvent servir à produire de l’énergie en étant dégradés par le cycle
de Krebs ou participer à la synthèse d’hormones ou de nouvelles protéines.
Celles-ci ne sont pas spéciﬁques au foie et sont pour la plupart relarguées
dans la circulation sanguine. Parmi les principales hormones sécrétées par le
foie, on peut citer la thrombopoïétine ainsi que l’insulin-like growth factor
(IGF-1). Quant aux protéines, on note en particulier l’albumine, la ﬁbro-
nectine, la transferrine, la céruloplasmine, la C-Reactive Protein (CRP) ou
encore certaines protéines pro- et anti-coagulantes. De l’ammoniac se forme
à partir de la désamination des protéines, qui doit ensuite être métabolisé
sous forme d’urée en passant par le cycle de l’urée [9] (Figure 1.4).
La fonction de détoxification du foie
Le foie est le premier ﬁltre de l’organisme et pour cette raison, il est
soumis à un très grand nombre de produits toxiques endogènes et exogènes
(xénobiotiques) chaque jour. Il a donc un rôle essentiel de détoxiﬁcation de
l’organisme qui s’eﬀectue au sein même des hépatocytes. Si ces substances
toxiques sont hydrosolubles, elles sont facilement éliminées par ﬁltration des
reins. En revanche, quand elles sont liposolubles, elles subissent alors une série
de transformation pouvant se classer en une phase I d’oxydoréduction, ainsi
qu’une phase II de réaction de conjugaison. La première phase a pour objectif
d’augmenter la polarité des substrats toxiques catalysés par un ensemble de
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cytochrome dont les plus étudiés sont les cytochromes P450 (CYP450) [10].
La deuxième phase consiste ensuite à associer des substances endogènes telles
que l’acide glucuronique ou le glutathion, aux métabolites aﬁn d’augmenter
leur hydrosolubilité, faciliter ainsi leur évacuation et diminuer d’autant mieux
leur toxicité. Ces composés sont ensuite éliminés via la bile ou les urines.
La fonction d’excrétion
Le foie a un véritable rôle de glande mixte, endocrine mais aussi exocrine.
En eﬀet, en plus d’excréter quelques hormones ainsi qu’un certain nombres de
protéines de coagulation dans la circulation sanguine, le foie produit constam-
ment de la bile. La bile est composée principalement d’eau, de sels biliaires
(eux même synthétisés à partir du cholestérol), de bilirubine et de mucus et a
pour rôle de faciliter la sécrétion des lipides et des xénobiotiques transformés.
La bile passe ensuite dans les canalicules, puis les canaux biliaires avant de
se diriger vers la vésicule biliaire, réservoir de stockage, ou le duodénum [11].
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Chapitre 2
La stéatose hépatique non
alcoolique
2.1 Définition de la stéatose hépatique non al-
coolique
La stéatose hépatique non alcoolique est une maladie chronique du foie
et la première cause de pathologie hépatique dans les pays développés [12].
Décrite initialement il y a une trentaine d’années chez des patients non al-
cooliques au Japon, puis aux USA [13], elle a été déﬁnie et décrite chez
l’Homme pour la première fois par Jurgen Ludwig en 1980 [14]. Il en existe
deux formes : la stéatopathie non alcoolique (en anglais NAFLD pour Non-
Alcoholic Fatty Liver Disease) et la stéatohépatite non-alcoolique (en anglais
NASH pour Non-Alcoholic SteatoHepatitis). Histologiquement, les lésions
hépatiques sont semblables à celles observées dans le cadre de la stéatose
hépatique alcoolique, mais elles se déﬁnissent par leur apparition alors que
la consommation d’alcool est inférieure à 30 g/jour pour les hommes et à 20
g/jour pour les femmes.
On distingue les formes primaires de stéatose hépatique non-alcoolique,
associées à l’obésité, au diabète de type II et au syndrome métabolique et les
formes secondaires, dès lors qu’elles sont accompagnées d’autres facteurs tels
que des pathologies infectieuses, l’usage de médicaments, etc [15]. Cependant,
aﬁn de rester dans l’axe du sujet et pour plus de clarté, la suite de ce chapitre
se concentrera sur les formes de stéatose hépatique non-alcoolique primaire
sans aborder les formes secondaires.
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2.1.1 La stéatopathie non-alcoolique
La stéatopathie non-alcoolique ou Non-Alcoholic Fatty Liver Disease se
manifeste par l’accumulation de triglycérides dans le cytoplasme des hépato-
cytes, amenant alors à la formation de gouttelettes lipidiques, de façon prédo-
minante dans les régions centrolobulaires. En fonction de la taille des vésicules
lipidiques intrahépatocytaires, on distingue deux types de stéatose : micro-
vacuolaire, ou macrovacuolaire (Figure 2.1) lorsque les vacuoles dépassent
la taille du noyau et repoussent celui-ci en périphérie de la cellule. Il existe
plusieurs grades de stéatose la classiﬁant de I à IV, partant de la présence
de gouttelettes lipidiques dans 5% des hépatocytes jusqu’à plus de 75% des
hépatocytes.
Figure 2.1 – La stéatose macrovacuolaire et microvacuolaire [16]
Le développement d’une insulino-résistance est généralement décrit comme
étant l’élément pathogène majeur dans l’apparition de la stéatose.
Au niveau du foie, il existe cependant une dissociation du mécanisme
de l’insulino-résistance. En eﬀet, l’insuline n’est plus capable de réprimer la
production de glucose hépatique, entrainant une néoglucogénèse constante,
mais elle continue de stimuler la lipogenèse de novo [17]. Pour expliquer cette
dichotomie entre le métabolisme glucidique et le métabolisme lipidique, une
étude a mis en évidence l’incapacité d’IRS1 à inactiver FOXO1, ce qui conduit
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à une néoglucogénèse toujours active. A l’inverse, l’uprégulation d’IRS2 ré-
pond toujours au signal insulinique possiblement par l’induction d’AKT2
[17]. Le signal est ensuite médié via des facteurs de transcription bien dé-
crits tels que Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1c (SREBP-1c) et
Carbohydrate-Responsive Element-Binding Protein (ChREBP) pour induire
la lipogénèse de novo hépatique.
Au niveau du tissu adipeux, on observe une augmentation de la lipolyse
des acides gras, habituellement inhibée par l’action de l’insuline. Ceux-ci sont
alors captés massivement par le foie. En principe, les acides gras dans le foie
peuvent être soit β-oxydés pour fournir de l’énergie, soit estériﬁés pour être
stockés sous forme de triglycérides, soit transportés sous forme de lipopro-
téines de très basse densité (VLDL pour Very Low Density Lipoproteins).
Cependant, l’augmentation de la synthèse et de l’apport des acides gras in-
duit un déséquilibre des balances import/export et synthèse/dégradation. En
conséquence, ceci entraîne un stockage important des acides gras sous forme
de triglycérides au niveau des hépatocytes conduisant à l’apparition de gout-
telettes lipidiques [18] (Figure 2.2). Par ailleurs, une étude a montré que
l’essentiel de l’apport en triglycérides associé à la stéatose dans le foie vient
de l’apport des acides gras en provenance du tissu adipeux, arrive ensuite
l’augmentation de la lipogenèse de novo, puis l’alimentation [19].
2.1.2 La stéatohépatite non-alcoolique
La stéatohépatite non-alcoolique ou Non-Alcoholic SteatoHepatitis se dé-
ﬁnit par la présence d’inﬂammation en plus de la simple stéatopathie non-
alcoolique. Histologiquement, des lésions nécrotico-inﬂammatoires apparaissent
et les hépatocytes se ballonisent [20] (Figure 2.3).
La théorie des « hits »
On décrit souvent la stéatohépatite non-alcoolique comme étant consécu-
tive à la stéatopathie non-alcoolique. En eﬀet, la théorie des « deux hits »
décrit ces deux conditions comme une suite séquentielle d’évènements faisant
intervenir plusieurs mécanismes. Le premier « hit », se déﬁnissant par l’ap-
parition simple de stéatose, induite par l’insulino-résistance, rendant dès lors
le foie plus vulnérable à une série de facteurs caractérisant le deuxième « hit
». [21]. La stéatose induit une dérégulation de la β-oxydation au niveau des
mitochondries. Les dysfonctionnements de la chaîne respiratoire sont à l’ori-
gine de l’apparition d’espèces réactives de l’oxygène ou ROS, qui entraînent
ensuite la peroxydation des lipides présents dans le foie et la formation de
composés toxiques [22][23]. Ceci initie un processus inﬂammatoire activant
la voie NFκB et la production de cytokines pro-inﬂammatoires telles que
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Figure 2.2 – Le mécanisme de l’accumulation d’acides gras dans le foie [18]. Les
triglycérides sont formés par l’estériﬁcation des acides gras libres et du glycérol au
sein des hépatocytes. Les acides gras libres proviennent de trois sources distinctes :
la lipolyse du tissu adipeux, le régime alimentaire ainsi que la lipogenèse de novo.
Les acides gras libres sont ensuite utilisés pour la β-oxydation ou la ré-estériﬁcation
en triglycérides pour le stockage en gouttelettes lipidiques ou l’export en VLDL.
Ainsi, l’accumulation de gras au sein des hépatocytes résulte d’une augmentation
de la synthèse ou de l’import, ou encore une diminution de la dégradation ou de
l’export des acides gras.
TnFα en provenance des cellules de Kupﬀer. L’ensemble de ces changements
entraîne une hypersensibilisation aux chimiokines et adipokines qui inondent
le foie [24].
Plus récemment, plusieurs auteurs ont proposé un modèle un peu plus
complexe en « hits multiples » en provenance du tissu adipeux et de l’in-
testin [25]. Dans ce système, le foie ne parvient alors pas à se protéger de
l’ensemble des signaux lipotoxiques, ce qui entraine une forte inﬂammation
hépatique. Premièrement, des études ont souligné le concept de lipotoxicité
qui participent à la mise en place des premiers éléments inﬂammatoires liés
à la stéatose. On sait notamment que certains acides gras libres et le choles-
térol sont considérés comme des lipides agressifs, qui entrainent l’activation
du TNF-α et la production de ROS [26]. Des lipides contenus dans le ré-
gime alimentaire comme les acides gras insaturés (communément appelé «
acides gras trans »), ou plus récemment le fructose [27] ont été pointé du
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Figure 2.3 – La stéatohépatite non-alcoolique [16]. En plus de la stéatose hé-
patique, les hépatocytes présentent une ballonisation, et une inﬂammation y est
associée qui se manifeste notamment par la présence de corps de Mallory (encadré)
doigt dans ce phénomène. D’autre part, des signaux en provenance du mi-
crobiote intestinal peuvent participer à l’émergence de la stéatohépatite. A
titre d’exemple, il a été montré qu’une dérégulation du microbiote intesti-
nal entraine une métabolisation excessive de la choline en méthylamine [28].
L’absence de choline et notamment les régimes déﬁcients en choline, sont
connus pour entrainer une stéatose hépatique et une inﬂammation associée
comme nous le verrons plus loin. Le tissu adipeux joue également un rôle actif
dans la stéatohépatite puisque l’accumulation de gras entraine la sécrétion
de cytokines pro-inﬂammatoire TNF-α et IL-6 [29]. On a également observé
une diminution de l’adiponectine liée à l’obésité dans le tissu adipeux, qui
semble importante pour l’activation de Sirt1 [30]. La déﬁcience en Sirt1 en-
traine une stéatose hépatique ainsi qu’une inﬂammation au niveau du foie
qui sera abordée plus tard dans ce chapitre. Ainsi, dans ce modèle, un grand
nombre de processus se mettent en place en parallèle et participent ensemble
à l’émergence de la stéatohépatite.
Ces modèles amènent un certain nombre de questions non résolues no-
tamment du fait de la diﬃculté d’obtenir de bons modèles de stéatohépatite
non-alcoolique en laboratoire. A ce jour, on ne comprend pas pourquoi cer-
tains patients avec une stéatopathie non-alcoolique ne développeront jamais
d’inﬂammation associée. On peut par exemple imaginer une plus grande sus-
ceptibilité génétique à développer une réaction inﬂammatoire chez certaines
personnes. Ceci a notamment été montré sur des personnes présentant des
polymorphismes d’IRS1 [31] ou encore de la Patatine-like phospholipase 3
(PNPLA3) à la fonction inconnue [32]. Cependant, la plupart des démonstra-
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tions de cette théorie ont été réalisées sur modèles murins et ne sont appuyées
que par des observations cliniques chez l’Homme. Une étude a notamment
observé une augmentation de lipides peroxydés sur des biopsies de patients
atteints de steatohépatite non-alcoolique comparés à ceux atteints seulement
de stéatopathie non-alcoolique [33].
2.2 L’épidémiologie de la stéatose hépatique
2.2.1 La prévalence
Il est assez diﬃcile d’établir la prévalence exacte de la stéatose dans la po-
pulation. En eﬀet, celle-ci est habituellement asymptomatique. De plus, les
méthodes diagnostiques non invasives ne permettent pas d’être formel. La
lecture des transaminases peut quelques fois amener à la découverte d’une
stéatose hépatique chez les patients. L’échographie permet également de diag-
nostiquer la stéatose hépatique avec une très bonne spéciﬁcité mais une très
faible sensibilité, puisqu’elle ne la détecte qu’au-delà de 30% et d’autant plus
diﬃcilement chez les patients obèses [34]. En conséquence, la prévalence de
cette maladie est certainement sous-estimée et varie sensiblement selon les
sources (Figure 2.4).
Malgré tout, parmi les chiﬀres à retenir, on avance une prévalence de
30% dans les pays développés [36], variant quelque peu selon les papiers,
avec 29% au Japon [37], 25,8% en Espagne [38] ou encore 31% en Israël [39].
Une étude récente a montré que la prévalence de la stéatose a doublé en
20 ans, pour atteindre presque 11% des adolescents américains [40]. Sur la
population française, la stéatose évaluée après biopsie hépatique est observée
chez un tiers des patients ayant une augmentation des transaminases [41].
La prévalence de la stéatohépatite est évaluée aux alentours de 5% dans la
population française.
Il a d’autre part été observé que la stéatose est plus fréquemment détectée
chez les hommes, chez les femmes après la ménopause et qu’elle augmente si-
gniﬁcativement avec l’âge. Des diﬀérences ethniques ont aussi été rapportées,
on constate par exemple que les Américains d’origine mexicaine semblent plus
sensibles au développement de la stéatose, tandis que les Américains d’origine
africaine le sont moins [42]. Il s’agit néanmoins pour le moment uniquement
d’observations chiﬀrées et aucune explication moléculaire ou comportemen-
tale n’a été apportée pour comprendre ces diﬀérences de susceptibilité. Un
système de notation (NAFLD Activity Score ou NAS) en fonction de l’histo-
logie du foie a été développé pour déﬁnir les diﬀérentes étapes de la stéatose
hépatique. Ce dernier s’établit en fonction de l’inﬂammation lobulaire, de la
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ballonisation des hépatocytes et du stade de ﬁbrose du foie.
Figure 2.4 – Le taux de prévalence de la stéatose hépatique utilisant diﬀérentes
méthodes de diagnostic [35]
2.2.2 Les facteurs de risque
On observe la stéatose hépatique majoritairement dans les pays dévelop-
pés, mais celle-ci commence à apparaitre clairement dans les pays en déve-
loppement. Ainsi, le style de vie occidental a été fortement souligné comme
participant à l’apparition de cette maladie, notamment la sédentarité et les
habitudes alimentaires [43]. C’est pourquoi, le fort taux de prévalence de cette
maladie et son augmentation croissante ces dernières années, est à mettre en
parallèle avec les facteurs de risque qui lui sont associés. L’obésité, le syn-
drome métabolique, le diabète de type II ainsi que l’hypertriglycéridémie sont
des facteurs impliqués dans le développement de la stéatose hépatique et en
augmentation constante dans la population occidentale.
L’obésité
La prévalence de l’obésité, qui se déﬁnit classiquement par un IMC 1 supé-
rieur à 30 kg/m2, a commencé à croître dès la deuxième moitié du XXe siècle,
tant et si bien que l’OMS l’a reconnue comme épidémie mondiale en 1997.
1. Indice de Masse Corporelle ou IMC = poids/taille2
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L’environnement a un rôle prépondérant dans cette maladie puisqu’on consi-
dère que les facteurs génétiques sont responsables de 25% de la masse grasse
[44]. Dans les années 2000, le nombre d’Hommes en surpoids a dépassé le
nombre d’Hommes en malnutrition [45]. En 2002, on comptait 33% d’obèses
aux Etats-Unis, ou encore 12,4% en France en 2006. Ainsi, il a été montré
que 74% des patients subissant une chirurgie bariatrique avaient développé
une stéatose hépatique [46] ou encore que la prévalence de celle-ci augmente
d’un facteur 4,6 chez les patients obèses [47]. Une autre étude a montré que la
prévalence de la stéatose chez des enfants obèses atteignait 53% [48]. De fa-
çon intéressante, ces observations montrent par ailleurs que l’obésité morbide
(IMC>40) n’est pas systématiquement synonyme de stéatose hépatique.
Le syndrome métabolique
Le syndrome métabolique se déﬁnit par une combinaison de dérégulation
qui favorise le développement de maladies cardiovasculaires et d’un diabète
de type 2. En augmentation depuis plusieurs années, le syndrome métabo-
lique a atteint une prévalence de 25% aux USA [49]. L’IDF 2 le déﬁnit par
la présence de l’obésité tronculaire 3 comme critère obligatoire accompagnée
de la présence d’au moins deux paramètres secondaires, tels qu’une hyper-
triglycéridémie 4, un taux de HDL-cholestérol faible 5, une hypertension 6 ou
une hyperglycémie 7. La stéatose hépatique est d’ailleurs aujourd’hui considé-
rée comme une manifestation hépatique du syndrome métabolique. En eﬀet,
plusieurs études ont montré la présence quasi systématique de marqueurs
du syndrome métabolique parmi des patients atteints de stéatose hépatique
[50][51].
Le diabète de type II
Le diabète de type II est un désordre métabolique qui se manifeste par
une hyperglycémie 8, induisant des lésions angiopathiques, dans un contexte
d’insulino-resistance. En France, on estime aujourd’hui que 2,5 millions de
personnes sont traitées pour ce type de diabète et ce nombre est en augmen-
tation constante [44]. Le régime alimentaire occidental joue un rôle majeur
2. International Diabete Federation
3. Périmètre abdominal ≥ 102cm pour les hommes ou ≥ 88cm pour les femmes
4. ≥ 1,50g/l (1,7mmol/l) ou un traitement spécifique pour cette anomalie lipidique
5. < 0,40g/l (1,0mmol/l) pour les hommes ou < 0,50g/l (1,3mmol/l) pour les femmes
6. Pression artérielle systolique ≥ 130 mm Hg ou diastolique ≥ 85 mm Hg ou une
hypertension traitée
7. ≥ 1,0 g/l (5,6 mmol/l) ou diabète de type II traité
8. ≥1,26g/l selon l’OMS
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dans le développement du diabète de type II en favorisant l’apparition d’une
insulino-resistance au niveau des muscles, du foie et du tissu adipeux. Dès
lors, le foie commence à relarguer du glucose dans le sang de façon continue
et la lipolyse s’accentue dans le tissu adipeux. En hausse continue dans la
population comme la majorité des désordres métaboliques, on estime qu’il
y a 285 millions de personnes touchées par le diabète de type II, soit 6%
de la population mondiale [52]. Encore une fois, la prévalence de la stéatose
hépatique sur des patients diabétiques de type II est de 70% [53].
L’hypertriglycéridémie
L’hypertriglycéridémie correspond à un taux de triglycérides dans le sang
trop élevé 9. Elle est souvent associée à une hypercholestérolémie mais peut
se manifester en absence d’autres dérégulations, on parle alors d’hypertrigly-
céridémie pure. Son origine peut être génétique, liée à un mode de vie oc-
cidentale, ou à une consommation excessive d’alcool. L’hypertriglycéridémie
augmente les risques de maladies cardio-vasculaires, par dépôts d’athérome
dans les artères. La prévalence de l’hypertriglycéridémie, pure ou associée à
d’autres dérégulations, n’est pas connue, mais il a été montré qu’elle aug-
mente les risques de développer une stéatose hépatique de 50% -détectée par
échographie- [54].
2.3 Une porte d’entrée vers d’autres patholo-
gies
La stéatopathie non-alcoolique n’est que la première manifestation d’un
ensemble de désordres métaboliques au niveau du foie impliquant diﬀérents
degrés d’inﬂammation, mais pouvant également faire intervenir de la ﬁbrose,
de la cirrhose et pouvant aboutir au carcinome hépatocellulaire. Jusqu’à ré-
cemment, l’étiopathogénie de ces maladies n’était pas connue et seul le diag-
nostic clinique les déﬁnissait. Des classiﬁcations ont donc vu le jour pour dif-
férencier chaque pathologie et les ordonner selon leur sévérité pathologique.
L’équipe de McCollough déﬁnit par exemple quatre types de stéatopathies
en fonction de la présence ou non d’inﬂammation lobulaire, de ballonnement
des hépatocytes, de corps de Mallory ou enﬁn de ﬁbrose [55]. Malgré tout,
l’ensemble des systèmes de classiﬁcation ainsi que la variabilité de diagnostics
9. ≥1,50g/l (1,7mmol/l)
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liée à l’anatomo-pathologiste et au manque de reproductibilité de la biopsie
rendent l’approche de ces maladies et de leur évolution souvent complexe.
Par la suite, plusieurs travaux ont permis d’établir plus clairement l’aspect
progressif de la stéatopathie non-alcoolique. En suivant diﬀérentes cohortes
de patients, il est montré que la maladie passe alors par diﬀérents stades d’in-
ﬂammation et de ﬁbrose, augmentant fortement sa probabilité de progresser
vers une cirrhose, une insuﬃsance hépatocellulaire [56] ou encore un carci-
nome hépatocellulaire [57]. D’après une autre étude, 31,8% des patients avec
une stéatohépatite se sont vus diagnostiqués une ﬁbrose trois ans après [58],
22,3% de patients ont déclaré une cirrhose [59] ou encore 27% des patients
présentant une cirrhose ont par la suite développé un carcinome hépatocel-
lulaire [60]. Pour alimenter ces observations, des modèles murins ont montré
l’importance des dysfonctionnements au niveau des mitochondries [33], de
l’activation des cellules étoilées [61] et des blessures micro vasculaires [62]
dans la transition vers la ﬁbrose. Ces études laissent apparaitre clairement la
notion que la stéatohépatite non-alcoolique peut être un facteur étiologique
menant vers d’autres pathologies, autrement plus graves (Figure 2.5).
L’intérêt de parvenir à un consensus de classiﬁcation de l’ensemble de
ces maladies est apparu alors nécessaire. C’est ce qu’a entrepris une étude
se concentrant sur certains aspects de l’avancement de la stéatose hépatique
portant sur les corps de Mallory ou la ﬁbrose. Ces travaux permettent d’in-
sister une fois de plus sur l’importance du bon diagnostic du niveau d’inﬂam-
mation, pièce maîtresse dans le processus d’évolution de ces maladies [64].
Finalement, un comité de recherche clinique du NIH sur la stéatopatie non-
alcoolique (NASH-CRN) a tenté de répondre à l’ensemble des problèmes de
reproductibilité diagnostique. En analysant en détail les biopsies de 50 pa-
tients, il en a établi une classiﬁcation très précise composée de 14 « scores »
diﬀérents [20].
Ainsi, la vision de l’évolution de cette maladie est restée linéaire pendant
un certain temps. La stéatose hépatique peut éventuellement être amenée
à progresser par les diﬀérents stades de la maladie pour se développer en
ﬁbrose, cirrhose ou encore carcinome hépatocellulaire. Plus récemment, une
équipe française a observé le développement de carcinomes hépatocellulaires
sur des patients souﬀrant de syndrome métabolique, mais sans ﬁbrose ap-
parente [65]. Cette étude a, pour la première fois, montré que la stéatose
hépatique et donc le syndrome métabolique pouvaient être des facteurs de
risque uniques pour le développement de carcinomes hépatocellulaires. La
démonstration sur modèles murins de ce phénomène est intervenue un an
plus tard, montrant le développement de carcinomes hépatocellulaire sur des
modèles d’obésité génétiques et induites par des régimes [66]. Ainsi, même si
plusieurs études soulignaient déjà l’importance de l’obésité comme facteur de
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Figure 2.5 – Le spectrum de maladies liées à la stéatose hépatique [63]. (A) L’ac-
cumulation de triglycérides au sein des hépatocytes crée la stéatose. La stéatose
liée à de l’inﬂammation, de la mort cellulaire et de la ﬁbrose est appelée stéato-
hépatite non-alcoolique, qui peut ensuite progresser vers la cirrhose. Les individus
cirrhotiques ont un risque accru de développer un carcinome hépatocellulaire. (B)
Les coupes histologiques illustrent un foie sain, stéatosique, une stéatohépatite et
un foie cirrhotique. Les ﬁbres de collagène sont marquées au bleu par le Trichome
de Masson.
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risque dans le développement de nombreux cancers [67] et associaient égale-
ment obésité et cancer du foie [68], beaucoup de travaux récents ont permis
de montrer clairement qu’un cancer du foie peut intervenir seulement en pré-
sence de stéatose hépatique, indépendamment de toute ﬁbrose. L’ensemble
de ces éléments donne à la stéatose hépatique, pourtant bénigne, un tout
autre pronostic, en la plaçant comme un facteur de risque important dans le
développement de diﬀérentes maladies.
2.4 Les modèles murins
Les recherches autour de la stéatose hépatique sur l’Homme présentent
évidemment de nombreuses limitations, dont on peut s’aﬀranchir en utili-
sant des modèles murins. Il existe ensuite deux approches diﬀérentes. L’une
d’elles consiste à reconstituer la pathologie assez ﬁdèlement sur l’animal en
reproduisant la même étiopathogénie, tandis que l’autre consiste à choisir
son modèle selon le sujet d’étude. Dans le premier cas, il s’agit de reproduire
l’ensemble des facteurs (régime occidental, sédentarité etc.) induisant la stéa-
tose hépatique et visant à recréer exactement le même phénotype au niveau
du foie que celui observé chez l’Homme. Il s’agit là d’une diﬃculté majeure
rencontrée dans ce type d’études puisqu’aujourd’hui, aucun modèle animal
ne permet de reproduire ﬁdèlement la stéatose hépatique humaine sur un
modèle murin, aussi bien au niveau des agents causaux que des composantes
histopathologiques. En conséquence, un certain nombre d’études favorisent
la deuxième démarche et déterminent la pertinence d’un modèle murin en
fonction de la thématique de recherche.
Il existe de nombreux modèles animaux de stéatose hépatique. On peut
tout d’abord commencer à distinguer les modèles génétiques et alimentaires.
Il existe de nombreux modèles génétiques, destinés à étudier la stéatose hé-
patique ou ayant initialement une toute autre fonction et dont la stéatose
se révèle être une conséquence. L’essentiel des modèles génétiques joue sur
des gènes impliqués dans la β-oxydation, la glycolyse, la glycogénolyse, la
lipogenèse ou encore le transport des acides gras. On note également la voie
des estrogènes qui a été montrée comme jouant sur les sécrétions d’hormone
de croissance (cf plus loin). De nombreux gènes impliqués dans le métabo-
lisme hépatique peuvent potentiellement conduire à une stéatose du foie.
Pour cette raison, donner une description exhaustive de tous ces modèles est
un graal impossible à atteindre et probablement inutile puisque très peu sont
véritablement utilisés en tant que modèle de stéatose hépatique ou stéatohé-
patite par la communauté scientiﬁque. D’autres façons de trier les modèles
consistent à les séparer en fonction de la pathogénèse de la maladie, ou en-
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core à les classer selon le stade histopathologique du développement de la
maladie. Dans la Table 2.1 les modèles de stéatose simple ont été distingués
des modèles pouvant aboutir à la stéatohépatite.
2.4.1 Les modèles de stéatose hépatique
Les modèles génétiques
Le modèle ob/ob
Le modèle ob/ob est un des plus anciens utilisé en laboratoire. Il est ap-
paru par mutation spontanée en croisant des souches de souris entre elles
dans les années 50 [69]. Ces souris hyperphagiques présentent une obésité
importante dès six semaines de vie ainsi qu’une inactivité, une hyperglycé-
mie, une insulino-résistance, une hyperinsulinémie et une très forte stéatose
hépatique. Il s’agit certainement du modèle murin d’obésité le plus étudié
bien que la mutation du gène pour la leptine ne soit pas très fréquente chez
les patients obèses.
L’augmentation de la masse adipeuse chez ces souris provoque une élé-
vation du niveau de TNFα, stimulant la lipolyse des acides gras des tissus
adipeux qui inondent alors le foie. Ceci accélère d’autant plus la mise en place
de la stéatose hépatique chez ces souris. Parmi les dérégulations trouvées au
niveau du foie, il a été observé une surexpression de SREBP-1c, qui accentue
la lipogenèse de novo des acides gras [70], ou encore certains ont noté une
augmentation de la β-oxydation [71] alors que d’autres la conteste [72]. Ces
diﬀérentes études illustrent en tout cas la dérégulation d’un certain nombre
d’enzymes responsables du métabolisme chez les souris ob/ob.
Le modèle ob/ob n’évolue pas spontanément vers la stéatohépatite. Celle-
ci pourra néanmoins être déclenchée par un facteur additionnel pourvoyeur
d’inﬂammation, comme un régime fructose, l’injection de LPS, de Diethyl-
nitrosamine (DEN) ou encore d’éthanol. Bien que ce modèle aﬃche de nom-
breuses divergences avec la stéatose observée chez l’Homme, il a l’avantage
d’être un modèle génétique qui n’interfère pas avec les gènes codants pour le
métabolisme lipidique ou glucidique du foie, ainsi que de présenter un phéno-
type très marqué et d’aﬃcher les caractéristiques histologiques d’une stéatose
vacuolaire prononcée.
Le modèle Db/Db
Le modèle DB/DB a été découvert de façon similaire quelques années
plus tard [73]. Les souris présentent un phénotype proche du modèle ob/ob
avec une obésité marquée, une insulino-résistance, une stéatose hépatique et
également un diabète. Contrairement au modèle ob/ob, les souris DB/DB ont
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Modèle Origine Mécanisme Balance lipidique Obèse IR
Modèles de stéatose hépatique
ob/ob génétique hyperphagie ↑ import/synthèse oui oui
Db/Db génétique hyperphagie ↑ import/synthèse oui oui
rat Zucker génétique hyperphagie ↑ import/synthèse oui oui
KK-Ay génétique hyperphagie ↑ import/synthèse oui non
PPARα génétique β-oxydation ↓ export/dégradation non non
MAT1A génétique β-oxydation ↓ export/dégradation non non
AOX génétique β-oxydation ↓ export/dégradation non non
Sirt6 génétique glycolyse ↑ import/synthèse non oui
ChREBP génétique glycolyse ↑ import/synthèse non non
GHRLD génétique – – non –
STAT5 génétique – – non –
CD36-/- génétique transport ↑ import/synthèse non non
JVS génétique β-oxydation ↑ import/synthèse non non
Cyp19-/- génétique oestrogènes ↓ export/dégradation oui non
Tamoxifen alimentaire hyperlipidique ↑ import/synthèse oui oui
Modèles évoluant vers la stéatohépatite
SREBP-1c génétique lipogénèse ↑ import/synthèse non oui
PTEN génétique lipogénèse – non non
MTP-/- génétique Cycle de Krebs ↓ export/dégradation ? oui
Nrf1 génétique glycolyse ? ↑ import/synthèse ? non ?
NEMO génétique glycogénolyse ? ↑ import/synthèse ? non non
Fructose alimentaire hyperglucidique ? ↑ import/synthèse ? non non ?
Cholesterol alimentaire hyperlipidique ↑ import/synthèse non non
Cholic Ac. alimentaire hyperlipidique ↑ import/synthèse non non
MCD alimentaire β-oxydation ↓ export/dégradation non foie
Table 2.1 – Ensemble des modèles murins de stéatose et stéatohépatite.
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un niveau normal ou élevé de leptine mais sont résistantes à sa sécrétion. Il
s’agit néanmoins de deux modèles de stéatose hépatique qui n’évoluent pas
spontanément en stéatohépatite ou ﬁbrose.
Le modèle KK-Ay
Ce modèle de souris provient d’une mutation ayant des conséquences di-
rectes sur l’expression du gène agouti (KK-Ay/a). Ces souris sont porteuses
à la fois d’un allèle « viable yellow » (Avy) et « lethal yellow » (Ay), ce der-
nier entraînant l’expression ubiquitaire d’ARNm chimériques codant pour la
protéine agouti, sans que l’on parvienne exactement à en déﬁnir la cause. La
protéine agouti agit ensuite comme un agoniste inverse du récepteur de la mé-
lanocortine, qui, en plus de répondre à la sécrétion de mélanocortine, montre
également un contrôle sur le métabolisme et le poids des animaux [74]. En
conséquence, les souris présentent un pelage jaune ainsi qu’une obésité mar-
quée due à un comportement hyperphagique. Ce modèle va très rapidement
développer une insulino-résistance ainsi qu’une stéatose hépatique marquée
mais qui ne se développera pas spontanément en stéatohépatite.
Le modèle PPAR-α
Le gène Peroxysome Proliferator-Activated Receptor-α (PPAR-α) code
pour un facteur de transcription dont la fonction principale est de réguler le
métabolisme lipidique au niveau du foie. Il s’active en particulier en réponse
au jeûne en activant un certain nombre de gènes responsables du catabolisme
des acides gras. Ainsi, le modèle de souris délété pour PPAR-α n’induit pas de
lui-même une stéatose hépatique. Par contre, quand on couple ce modèle à un
régime hyperlipidique (cf plus loin) on observe alors la mise en place d’une
stéatose hépatique bien plus rapide et forte que leurs contrôles respectifs.
Sans que l’on puisse véritablement l’expliquer, il a été observé que ces sou-
ris mises à l’état de jeûne développent également une stéatose hépatique [75].
Le modèle MAT1A
La Méthionine AdenosylTransférase-1A (MAT1A) catalyse la formation
de S-adénosylméthionine (SAM) à partir de méthionine et d’ATP. Ce mé-
tabolite est ensuite responsable de l’ajout de groupement méthyles par des
enzymes SAM-dépendantes ou encore de la méthylation de l’ADN. Il a été
observé que les souris dépourvues en MAT1A ont un niveau réduit d’an-
tioxydant et présentent également une diminution de l’expression de gènes
impliqués dans l’oxydation des acides gras. A huit mois d’âge, ces souris déve-
loppent spontanément une stéatose hépatique et une hyperglycémie sans pré-
senter aucune autre manifestation du syndrome métabolique. Elles montrent
par ailleurs une prolifération hépatocytaire accrue et un développement tu-
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moral [76].
Le modèle AOX
L’Acyl-CoA oxydase (AOX) est l’enzyme limitante de l’oxydation des
acides gras à longues chaines au sein des peroxysomes. En conséquence, les
souris mutées pour ce gène accumulent les acides gras à longues chaines au
niveau du foie induisant la formation d’une stéatose hépatique dès 7 jours
de vie. Plus tard, le modèle s’accompagne d’inﬂammation ainsi que d’une
augmentation du stress oxydant [77].
Le modèle Sirt6
Les Sirtuines sont une classe d’enzyme de désacétylases d’histone NAD-
dépendantes, qui ont récemment été impliquées dans de nombreux processus
comme la réparation de l’ADN, l’adaptation à la restriction calorique, le mé-
tabolisme de certains organes, les maladies liées au vieillissement ou encore
la tumorigénèse. La délétion spéciﬁque de Sirt6 au niveau du foie a révélé
une stéatose chez 40% des animaux à 5 mois et 90% à 13 mois, liée à une
augmentation de la synthèse des triglycérides. Sirt6 se lie et désacétyle des
histones présents sur régions promotrices de gènes impliquées dans la glyco-
lyse. Il semblerait également que Sirt6 ait un rôle positif dans la β-oxydation
[78].
Le modèle Sirt1
La délétion spéciﬁque de Sirt1 au niveau du foie induit une stéatose hépa-
tique chez 30% des animaux à 2 mois et jusqu’à 78% des animaux après un
an et s’accompagne d’une augmentation de ChREBP [79]. Sirt1 a été montré
comme formant un complexe avec Nrf1 impliqué dans une voie de signa-
lisation amenant à la transcription de la glucose-6-phosphatase [80]. Cette
mutation amène une surproduction de glucose hépatique, une hyperglycémie
chronique ainsi qu’une augmentation de la production de ROS. En consé-
quence, le stress oxydatif dérégule la signalisation mTorc2/AKT, et conduit
à l’installation d’une insulino-résistance. Un traitement antioxydant comme
la N-acetyl-L-cysteine (NAC) ou le resveratrol, polyphénol contenu notam-
ment dans le raisin, permet d’améliorer notablement le phénotype.
Le modèle ChREBP
La surexpression par injection d’adénovirus ChREBP chez la souris en-
traîne une accumulation de triglycérides dans le foie ainsi qu’une hépatomé-
galie [81]. Il avait par ailleurs été montré que l’inhibition de ChREBP chez les
souris ob/ob permettait de corriger leur phénotype de stéatose hépatique [82].
De plus, il a été observé une induction de ChREBP chez les souris mutées
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pour Sirt1 [79] ainsi que chez des patients présentant plus de 50% de stéa-
tose [81]. ChREBP présente un rôle essentiel dans le contrôle de la balance
lipidique puisqu’il agit, sous le contrôle du glucose, en stimulant la glycolyse
par activation la L-pyruvate kinase.
Le modèle GHRLD, Jak2 et STAT5
La voie de l’hormone de croissance (GH) a elle aussi un rôle dans le
contrôle des triglycérides hépatiques. L’hormone de croissance est connue
pour avoir un eﬀet lipolytique sur le tissu adipeux ainsi que pour augmen-
ter la sécrétion des triglycérides du foie. La délétion spéciﬁque du récepteur
de l’hormone de croissance dans le foie (GHRLD) entraîne une stéatose hé-
patique en corrélation avec une diminution de la sécrétion de triglycérides
[83]. La délétion de Jak2 ou de STAT5 hépatique, directement en aval de
l’hormone de croissance dans le foie, conduit à un phénotype similaire [84].
On peut par ailleurs noter que les estrogènes contrôlent la voie de l’hor-
mone de croissance, ce qui explique une partie du dimorphisme sexuel associé
à l’hormone de croissance. C’est probablement la raison pour laquelle d’autres
modèles de souris jouant sur des inhibitions de la voie des estrogènes comme
la mutation Cyp19-/- (femelles ne produisant pas d’œstrogène) ou encore
l’injection de tamoxifène (antagoniste de l’œstrogène) induisent également
un phénotype de stéatose hépatique.
Les modèles induits par des régimes
Le(s) modèle(s) High Fat Diet
Le modèle High Fat Diet (HFD) est un modèle de souris induit par un
régime gras. Le principe de ce modèle repose sur l’idée de vouloir reproduire
assez ﬁdèlement notre régime alimentaire, puisqu’il représente une des causes
majeures de l’obésité humaine dans le monde occidental. En jouant sur l’ap-
port des lipides et glucides par rapport aux protéines, on va ainsi pouvoir
observer l’apparition d’une obésité, d’une insulino-résistance et d’un diabète.
Il existe cependant une multitude de régimes HFD jouant diﬀéremment sur
les formules caloriques sans qu’aucun consensus de régime HFD ne soit éta-
bli. En conséquence, les modèles HFD sont très utilisés par les scientiﬁques
mais amènent parfois à des résultats contradictoires en fonction du régime
choisi, de la souche de souris ou de rat utilisée et la durée du régime. Beau-
coup induisent la mise en place d’une obésité et d’une stéatose hépatique.
D’autres vont s’accompagner d’inﬂammation et amener au développement
d’une stéatohépatite [85]. Pour essayer de pallier la variabilité de ces mo-
dèles, ou encore pour augmenter le phénotype de stéatose ou stéatohépatite,
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certains les combinent avec d’autres régimes, comme l’administration de fruc-
tose [86] ou encore d’aurothioglucose [87].
2.4.2 Les modèles de stéatohépatite
Les modèles génétiques
Le modèle SREBP-1c
Les souris SREBP-1c sont à l’origine d’un modèle de lipodystrophie congé-
nitale [88]. Ce modèle présente une surexpression dans le tissu adipeux du fac-
teur de transcription Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1c (SREBP-
1c) ayant une action lipogénique. En parallèle d’un défaut de diﬀérentiation
des adipocytes, ces souris présentent une insulino-résistance, un diabète ainsi
qu’une stéatose hépatique dès 8 jours de vie. Progressivement, ce modèle va
évoluer vers une stéatohépatite en développant une inﬂammation lobulaire,
une ballonisation des hépatocytes et plus tard une ﬁbrose hépatique aux alen-
tours de 20 semaines.
Le modèle PTEN
Le modèle Phosphatase and TENsin homologue (PTEN) muté spéciﬁ-
quement au niveau du foie a été initialement présenté comme un outil pour
observer les diﬀérentes actions métaboliques de l’insuline. En eﬀet, PTEN
est un régulateur négatif de la voie de signalisation phosphatidylinositol ki-
nase 3/serine thréonine kinase AKT (PI3K/AKT), qui représente le princi-
pal médiateur hépatique de la voie de l’insuline via son récepteur. La voie
PI3K/AKT agit néanmoins sur d’autres signaux, notamment sur l’apoptose,
la prolifération cellulaire ainsi que la formation de tumeurs. Ainsi, la délétion
spéciﬁque de PTEN au niveau du foie induit une synthèse des acides gras,
une hépatomégalie, une hypersensibilité à l’insuline ainsi qu’une stéatose hé-
patique dès l’âge de 10 semaines [89]. Aux alentours de 40 semaines, on note
l’apparition de ﬁbrose hépatique puis plus tard d’adénomes et de carcinomes
hépatocellulaires [90].
Le modèle NEMO
NF-κB-essential-modulator (NEMO/IKKg) est un médiateur de l’acti-
vation de NF-κB. Sa délétion dans les cellules du parenchyme hépatique
entraine l’apparition de carcinomes hépatocellulaires. De façon intéressante,
ces tumeurs sont précédées par une séquence semblable aux désordres méta-
boliques associés à la stéatopathie non-alcoolique chez l’Homme et menant
au carcinome hépatocellulaire (NASH, ﬁbrose) [91]. Le modèle NEMO est
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le seul à reproduire l’évolution de la stéatose hépatique dans son intégralité
ainsi que la pathogénèse du carcinome hépatocellulaire. Il reste cependant
davantage un modèle pour étudier la mise en place de ces tumeurs dans le
foie qu’un modèle de stéatohépatite stricte. Cette étude met en avant un rôle
suppresseur de tumeur de NEMO ainsi qu’un potentiel rôle dans la glycogé-
nolyse amenant à l’accumulation de gras dans les hépatocytes [91].
Le modèle PDGF-C
Il est à noter qu’il existe également un modèle d’induction par vecteur
adénoviral de Plateled-Derived Growth Factor C (PDGF-C) qui conduit à
une ﬁbrose, une stéatose hépatique ainsi qu’au carcinome hépatocellulaire
mais dont la mise en place ne respecte pas la séquence habituellement obser-
vée dans la maladie [92]. Bien que l’on observe diﬀérents stades de la maladie
dans ce cas, il s’agit davantage d’un modèle de ﬁbrose que de stéatose hépa-
tique.
Les modèles induits par des régimes
Le(s) modèle(s) fructose
L’utilisation du fructose comme modèle de stéatose hépatique s’est accen-
tuée après un certain nombre d’études montrant la corrélation entre l’aug-
mentation de l’obésité et la consommation de fructose [93]. En eﬀet, le fruc-
tose est largement utilisé dans nos régimes occidentaux, particulièrement en
Amérique du Nord (régime « fast food »). Son pouvoir sucrant de 20 à 40
fois supérieur au saccharose en fait le sucre de prédilection dans l’industrie
agroalimentaire, qui l’utilise sous forme de sirop de maïs à haute teneur en
fructose (HFCS). Or, il a été montré que la consommation de fructose à elle
seule pouvait induire une stéatose hépatique [94]. L’utilisation du fructose
sur modèles murins induit des phénotypes très variables en fonction de la
concentration en fructose, de la durée du régime ou de l’association avec un
autre modèle comme le HFD. De façon générale, cinq semaines de régime
fructose sont capable d’induire une stéatohépatite [95].
Le modèle de régime cholestérol et d’acide cholique
Le régime athérogène composé de 1,25% de cholestérol et de 0,5% d’acide
cholique était initialement utilisé pour étudier l’athérosclérose en raison des
lésions vasculaires qu’il entraînait. Plus récemment, une forte induction de
la stéatose hépatique, de l’inﬂammation ainsi que de la ﬁbrose a été obser-
vée après 24 semaines. Ce régime entraîne cependant une insulino-sensibilité
ainsi qu’une perte de poids par rapport aux contrôles [96].
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Le modèle Methionine Choline Deficient
Le modèle Méthionine Choline Deﬁcient (MCD) est basé sur un régime
alimentaire à 40% de sucrose et 10% de lipides mais dépourvu de méthio-
nine et de choline. La choline est essentielle à la formation de particules de
phosphatidylcholines. De par ses propriétés à la fois hydrophiles et lipophiles,
la phosphatidylcholine participe au transport des lipoprotéines de très basse
densité (VLDL). Ainsi, il a longtemps été établi que l’absence de choline en-
traînait une réduction de l’export des acides gras qui se retrouvent stockés
au niveau du foie générant une stéatose hépatique [97]. Cette explication a
récemment été remise en question et certains auteurs suggèrent de revisiter la
mécanistique induite par l’absence de choline pour correctement déﬁnir son
rôle [98]. La méthionine a un rôle important sur la méthylation de l’ADN et
sur la synthèse de glutathion. Au niveau du foie, son absence amène à une
diminution des concentrations de glutathion, entraînant ainsi des dommages
oxydatifs abîmant le tissu hépatique et qui aboutissent très rapidement à la
formation de stéatose hépatique, puis à une stéatohépatite [99]. Le modèle
MCD entraîne également une réduction de la β-oxydation mitochondriale et
induit l’expression de CYP2E1 [100]. Ce modèle est donc progressivement
responsable d’une stéatose, d’une stéatohépatite et éventuellement d’une ﬁ-
brose hépatique.
Bien que ce modèle ne développe pas d’insulino-résistance, présente une
distribution d’acides gras plutôt périveineuse -contrairement à l’Homme- et
entraîne une perte de poids chez l’animal [101], il a l’avantage de reproduire
ﬁdèlement les diﬀérents stades de la maladie observée chez l’Homme d’un
point de vue histopathologique [97]. Par ailleurs, c’est un des meilleurs mo-
dèles pour induire une forte production de ROS, des altérations de l’ADN
mitochondrial et pour induire l’apoptose des cellules hépatiques ; autant de
caractéristiques retrouvées dans la stéatohépatite chez l’Homme [102]. En
résumé, si son utilisation pour étudier la pathogénèse de la maladie est dis-
cutable en raison de l’étiologie de la stéatose et de l’amaigrissement des ani-
maux, c’est en revanche un bon modèle pour étudier la progression de la
maladie de la stéatose hépatique vers la stéatohépatite et ses conséquences
sur les diﬀérentes fonctions du foie.
Pour plus de lisibilité entre l’ensemble de ces modèles, la majorité de ceux-
ci et leur action sur le métabolisme du foie sont résumés dans la Figure 2.6
ci dessous.
2.4. LES MODÈLES MURINS 53
Figure 2.6 – Les modèles génétiques de stéatose hépatique et leur action sur le
métabolisme du foie
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Chapitre 3
La régénération hépatique
3.1 Les différents mécanismes de régénération
des êtres vivants
La régénération représente la capacité pour un organisme vivant de re-
constituer une partie lésée. Il est complexe d’obtenir un consensus autour
d’une déﬁnition plus précise de la régénération puisque celle-ci peut illustrer
diﬀérents mécanismes biologiques. Avant de parler plus spéciﬁquement de ré-
génération hépatique, les sous-paragraphes ci-dessous synthétisent les quatre
mécanismes de régénération existants en biologie.
3.1.1 La régénération tissulaire
Un des premiers mécanismes de régénération est la régénération physio-
logique des diﬀérents tissus composant l’organisme. Cette régénération ne
s’eﬀectue pas à la même vitesse et au même degré selon les organes, mais
est généralement médiée par les cellules souches de chaque tissu. Ce phéno-
mène participe ainsi à l’homéostasie tissulaire en préservant la balance mort
cellulaire/renouvellement cellulaire.
3.1.2 La régénération morphallactique
La régénération morphallactique est un processus qui va en priorité faire
intervenir un échange de cellules déjà diﬀérenciées pour aboutir à un remo-
delage de l’organisme qui sera plus petit in fine. Il n’y a que peu ou pas de
prolifération cellulaire impliquée dans ce mécanisme que l’on retrouve essen-
tiellement chez L’hydre [103].
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3.1.3 La régénération épimorphique
La régénération épimorphique est un mécanisme connu depuis plus d’un
siècle [104], qui fait intervenir la prolifération de cellules dédiﬀérenciées pré-
sentes autour de la partie amputée, formant ainsi un blastème de régénéra-
tion. On retrouve ce phénomène chez un certain nombre d’invertébrés (échi-
nodermes, gastropodes, planaires, urochordés), mais aussi chez certains ver-
tébrés comme la salamandre ou le lézard.
3.1.4 La régénération compensatrice
La régénération compensatrice fait intervenir des cellules déjà diﬀéren-
ciées et qui conservent leurs fonctions spéciﬁques. Ces cellules vont se mettre
à proliférer aﬁn de régénérer la masse et la fonction d’un organe lésé. Le
foie est le seul organe capable de régénérer à plus de 70% par hyperplasie
compensatrice chez la plupart des vertébrés après insuﬃsance hépatique ou
hépatectomie partielle. Parmi les quatre mécanismes de régénération, c’est le
seul faisant intervenir une prolifération de cellules déjà diﬀérenciées. Ce phé-
nomène va à l’encontre du paradigme habituel associant la diﬀérenciation
cellulaire à une perte des capacités prolifératives.
3.2 Historique de la régénération hépatique
Il est assez compliqué de déﬁnir précisément quand les propriétés régé-
nératives du foie on été découvertes par l’Homme. Il y a évidemment cet
exemple galvaudé de la mythologie grecque concernant la punition inﬂigée
à Prométhée par Zeus. Ce dernier avait déclenché son extraordinaire colère
en ayant transmis le feu à l’humanité ainsi que pour nous avoir enseigné la
civilisation et les arts. Pour cette raison, Prométhée fut attaché au mont
Caucase, condamné à se faire dévorer le foie par un aigle. Les Dieux grecs
ne manquaient pas d’ironie en matière de châtiment puisque le foie se régé-
nérait chaque nuit, rendant ce supplice éternel. S’il est pourtant tentant de
penser que les grecs connaissaient déjà les propriétés régénératives du foie à
travers cette histoire, il semble aujourd’hui admis que leurs connaissances en
médecine n’étaient pas suﬃsamment développées pour qu’ils aient déjà pu
observer cette fonction.
En réalité, il faut attendre les premières chirurgies hépatiques pour en-
tendre seulement parler, de façon très anecdotique, de régénération du foie.
Au début du XVIIIème siècle, on peut retrouver quelques descriptions de
résections hépatiques après blessures par couteau ou sur des soldats blessés
pendant la guerre [105]. Par la suite, l’avènement d’un certain nombre de
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progrès médicaux tels que l’anesthésie et l’asepsie entraîne une augmenta-
tion de ces pratiques chirurgicales puisqu’on dénombre un peu moins d’une
centaine de cas de chirurgies hépatiques décrits pour des tumeur malignes ou
bénignes à la ﬁn du XIXème siècle.
C’est également à cette période que la recherche sur le foie s’accentue
en Allemagne, pour documenter la régénération hépatique sur diﬀérents ani-
maux [106][107] avant qu’Higgins et Anderson établissent un protocole d’hé-
patectomie partielle, qu’on utilise encore aujourd’hui en l’ayant quelque peu
adapté [108]. Dans les années 60, George T. Pack arrive ﬁnalement à décrire
clairement la capacité du foie humain à régénérer et il est établi que la ré-
génération complète de tous les types cellulaires du foie s’obtient entre 3 à 6
mois [109]. Les dernières décennies ont laissé le soin à la biologie moléculaire
de décortiquer à son tour le mécanisme de régénération hépatique au niveau
moléculaire, ce qui a permis de considérablement améliorer les connaissances
autour de la régénération du foie.
3.3 Les applications médicales
Aujourd’hui, la médecine s’appuie couramment sur les propriétés régéné-
ratives du foie pour un certain nombre d’applications. C’est le cas en parti-
culier dans le cadre de transplantations hépatiques multiples ou encore des
résections de tumeurs élargies ou en plusieurs temps (hépato-carcinomes, mé-
tastases de cancers colorectaux).
De façon plus anecdotique, on note l’utilisation temporaire de foie artiﬁ-
ciel chez les patients souﬀrant d’insuﬃsance hépatique suite à une hépatite
fulminante. Cette application part du principe que le foie du patient sera
capable de régénérer et ne fait que pallier temporairement ses fonctions.
3.3.1 La transplantation hépatique
La transplantation hépatique partielle en bipartition ou « split »
Aux USA, environ 3000 personnes porteuses de maladies chroniques du
foie meurent chaque année en attente d’une transplantation. Selon l’agence
de Biomédecine, en 2010 en France, 7,1% des personnes inscrites sur liste d’at-
tente pour un greﬀon hépatique sont décédées contre 3,7% en 2005 (Table 3.1).
En terme de nombre, le don d’organe n’arrive malheureusement pas à suﬃre
aux demandes de greﬀe qui augmentent d’année en année.
Pour pallier cette pénurie, il existe un type de transplantation qui consiste
à séparer le foie d’un donneur en mort encéphalique en deux parties « split
» pour en faire bénéﬁcier deux receveurs. Dans la majorité des cas, ce type
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2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Liste d’attente
En attente au 1er janvier 474 486 540 574 669 806 932
Nvx inscrits dans l’année 1219 1300 1346 1372 1466 1579
Décédés dans l’année : 63 123 116 107 136 169
% décès parmi les inscrits 3,7% 6,9% 6,2% 5,5% 6,4% 7,1%
Sortis de la liste d’attente : 120 86 135 159 146 192
sortis pour aggravation 49 31 51 85 81 112
Greﬀes : 1024 1037 1061 1011 1047 1092
vivants apparentés 49 36 18 10 12 17
morts par arrêt cardiaque 3
Greﬀes (pmh) 16,6 16,7 16,8 15,9 16,4 16,9
Table 3.1 – Evolution de la liste d’attente et devenir des candidats en greﬀe
hépatique [366]
de transplantation s’utilise pour un enfant et un adulte en attente de foie
ou de façon très rare, pour deux adultes de petite taille. Avec ce type de
transplantation, les deux parties du foie vont être amenées à régénérer chez
les deux receveurs pour reconstruire masse et fonction après l’opération [110].
La transplantation hépatique partielle à donneur vivant
Ce type de transplantation consiste à prélever une partie du foie chez un
donneur vivant (le plus souvent un membre de la famille) pour le transplanter
chez un patient en attente de greﬀe. Dans ce cas précis, chez le donneur
comme le receveur, le foie régénérera entièrement à la suite de l’opération.
La transplantation hépatique auxiliaire
Inventée par le professeur Karim Boudjema dans les années 90, la trans-
plantation hépatique auxiliaire s’adresse à des patients atteints d’hépatite
fulminante (le plus souvent après l’ingestion d’une dose toxique de médica-
ments comme le paracétamol). Dans ce cas précis, l’équilibre entre la des-
truction des hépatocytes et leur capacité à régénérer est précaire et peut
tantôt aboutir à la survie, tantôt à la mort du patient. C’est pourquoi une
technique consiste à placer un petit greﬀon chez le patient pour pallier l’inef-
ﬁcacité temporaire du foie d’origine. Quand le foie est ﬁnalement parvenu à
régénérer, le traitement immunosuppresseur est progressivement interrompu
et le greﬀon s’atrophie [111].
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3.3.2 La résection hépatique
La résection hépatique est une procédure chirurgicale visant à sectionner
une partie du foie d’un patient, le plus souvent contenant une tumeur. Les in-
dications de résection de cancers primitifs du foie étant limitées, la résection
hépatique s’eﬀectue de façon privilégiée sur les métastases de cancers colo-
rectaux. Cependant, avec l’amélioration des techniques, certaines tumeurs
considérées comme non résécables sont maintenant inscrites dans ce type de
procédures. C’est le cas de certains carcinomes hépatocellulaires par exemple.
Encore une fois, la résection hépatique nécessite de faire appel aux propriétés
prolifératives du foie. On peut par ailleurs suivre la régénération hépatique
après l’opération par analyse volumétrique par tomodensitométrie.
3.4 Les modèles de régénération hépatique en
laboratoire
Dans un foie adulte, la plupart des hépatocytes sont quiescents (en G0)
et seulement un très faible pourcentage de ceux-ci prolifère (moins de 0,1%).
Il faut qu’un stimulus d’agression hépatique intervienne pour entrainer les
hépatocytes à rentrer en cycle. Pour ce faire, il existe diﬀérentes techniques
utilisées en laboratoire aﬁn de déclencher et étudier la régénération hépatique.
Les études in vitro présentent de nombreuses limitations et ne reproduisent
pas ﬁdèlement l’ensemble des signaux contrôlant ce processus complexe qui
requiert, comme nous le verrons plus loin, l’intervention de diﬀérents types
cellulaires comme les cellules endothéliales ou les macrophages du foie. Aussi,
bien que cette technique ait permis d’isoler un certain nombre de voies de si-
gnalisation impliquées dans la régénération hépatique, la recherche se tourne
essentiellement aujourd’hui vers des modèles d’études in vivo. Dès lors, il
existe deux types d’agression pouvant initier la régénération hépatique in
vivo. On peut utiliser un stimulus d’agression toxique pour le foie ou encore
utiliser un stimulus d’agression physique qui consistera à sectionner physi-
quement une partie du foie.
3.4.1 L’injection de toxines
La réponse régénérative du foie après une agression toxique est une fonc-
tion essentielle puisqu’elle permet la détoxiﬁcation de cet organe. Le signal
induit entraîne une réaction de cicatrisation pro-ﬁbrosante rapidement résor-
bée si l’agression s’arrête. La prolifération alors induite permet de préserver
l’homéostasie du foie en remplaçant les cellules nécrosées. L’étude de ce mé-
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canisme est donc parfaitement pertinente puisqu’il répond à de nombreuses
situations cliniques. Il existe d’ailleurs un bon nombre d’hépatotoxiques pou-
vant être utilisés en laboratoire comme le tétrachlorure de carbone (CCL4),
le thioacétamide, l’acétaminophène, la galactosamine etc. Cependant, l’utili-
sation de toxines induit nécessairement une blessure hépatique qui s’accom-
pagne de nécrose. Ceci rend diﬃcile la lecture des signaux moléculaires qui
déclenchent la prolifération hépatocytaire, parmi ceux qui induisent l’inﬂam-
mation et la mort cellulaire. De plus, la prolifération non simultanée des
hépatocytes complique davantage l’analyse de ce mécanisme. Certains ex-
pliquent cette mise en cycle asynchrone par l’action continue de ces toxines,
qui agissent généralement sur plusieurs heures [112]. Aussi, à l’exception des
quelques voies communes à diﬀérents modèles de régénération, peu de signaux
moléculaires contrôlant ce type de prolifération hépatique ont été identiﬁés.
La majorité de la recherche tentant de décrypter les diﬀérentes étapes de la
régénération du foie se tourne vers le modèle de l’hépatectomie partielle et




L’hépatectomie partielle des 2/3 est une méthode utilisée depuis relati-
vement longtemps pour étudier la régénération du foie. En eﬀet, Higgins et
Anderson ont été les premiers à établir un protocole d’hépatectomie à 70%
dont nous nous inspirons encore grandement aujourd’hui [108]. A l’époque,
elle consistait à ligaturer deux lobes simultanément. Aujourd’hui, l’hépatec-
tomie partielle consiste à ligaturer et sectionner le lobe gauche puis le lobe
médian [113]. Ce faisant, les 30% de cellules hépatiques résiduelles vont entrer
en cycle de façon quasi-synchrone à commencer par les hépatocytes qui pré-
senteront un pic de synthèse d’ADN aux alentours de 40h post hépatectomie
chez les souris. La grande majorité des hépatocytes entre alors en proliféra-
tion et il suﬃt d’un à deux rounds de cycle cellulaire pour rétablir la masse
hépatocytaire initiale [114]. Des expériences de transplantation en série chez
les souris ont permis de montrer la capacité quasi inﬁnie des hépatocytes à
proliférer [115]. Par ailleurs, il est intéressant de noter que l’entrée en phase
S des hépatocytes est synchrone, mais s’eﬀectue à n’importe quelle heure de
la journée. Ce n’est pas le cas de l’entrée en mitose des hépatocytes qui est
contrôlée par le rythme circadien par l’activation notamment de la protéine
WEE1 [116].
Après les hépatocytes, les autres types cellulaires composant le foie entrent
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ensuite en prolifération, ce qui permet d’évaluer la régénération complète du
foie chez la souris à une quinzaine de jours. La synchronisation de la mise en
route du cycle cellulaire est d’ailleurs un des plus évidents avantages de cette
technique puisqu’elle permet d’étudier clairement le cycle cellulaire de façon
générale, au delà même des hépatocytes.
L’étude de souris knock out a permis de dégager les principales voies
de signalisation impliquées dans le mécanisme de régénération hépatique.
Cependant, la grande majorité des souris mutées pour un gène n’entraine
qu’un simple retard de régénération après hépatectomie partielle. Certaines
mutations chez la souris induisent une désynchronisation de la régénération
mais ne l’inhibent pas complètement et presqu’aucun mutant aboutit à la
mort systématique des souris après hépatectomie partielle. Ces diﬀérentes
données ont permis d’établir de façon manifeste que la régénération du foie
est un processus très complexe, bien synchronisé et régulé par de nombreuses
voies de signalisation redondantes. On découpe ainsi la régénération du foie
en trois grandes étapes.
La phase de Priming
La première phase initiant la régénération hépatique est celle dite de «
priming ». En eﬀet, elle permet aux hépatocytes qui sont alors quiescents, de
devenir réceptifs aux facteurs de croissance en facilitant la transition G0/G1,
aﬁn qu’ils puissent ensuite entrer en phase S. Cette phase est habituellement
associée à l’expression de cytokines pro-inﬂammatoires, dont l’activation dé-
pend de facteurs circulants dans les minutes suivant l’hépatectomie partielle.
Les facteurs circulants
Il est essentiel que les facteurs déclenchant la phase de « priming » jouent
de rapidité. En eﬀet, il a été montré que certains éléments sont déjà présents
dans l’organisme et attendent simplement d’être relargués. C’est par exemple
le cas des lipopolysaccharide (LPS) présents dans la ﬂore intestinale et relar-
gués par les intestins dans les minutes qui suivent l’hépatectomie partielle en
raison du stress chirurgical. Les LPS arrivent dans le foie par la veine porte
et interagissent avec les cellules de Kupﬀer induisant les sécrétions de TNF-
α [117]. D’autres éléments s’activant aussi rapidement que le LPS sont les
compléments C3a et C5a [118], la sérotonine [119] ainsi que Myeloid diﬀeren-
tiation factor 88 (Myd88) [120], qui participent également à l’activation des
cytokines pro-inﬂammatoires. Etant donné leur rôle activateur sur l’ensemble
du programme de régénération hépatique, de nombreux chercheurs ont ini-
tialement postulé qu’on pourrait identiﬁer et isoler un seul gène contrôlant le
processus de régénération du foie. Cette hypothèse un peu passéiste a laissé
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place à une vision beaucoup plus complexe faisant intervenir de nombreuses
voies de signalisation impliquant beaucoup de redondances entre elles.
Les cytokines pro-inflammatoires
L’ensemble de ces signaux amène donc à la sécrétion de TNF-α qui se lie à
son récepteur sur les cellules de Kupﬀer. Ceci entraîne une expression d’IL-6
par l’intermédiaire de l’activation de la voie NF-κB. Au niveau des hépato-
cytes, le récepteur à l’IL-6 répond en activant la voie JAK/STAT par un jeu
de phosphorylations dépendant de gp130. La protéine STAT3 nouvellement
activée induit alors l’expression d’une panoplie de gènes dits « immediate
early genes » qui sont essentiels pour permettre aux hépatocytes d’eﬀectuer
la transition G0/G1 mais aussi pour protéger les hépatocytes de signaux né-
crotiques ou apoptotiques [114]. Parmi les plus connus, on note c-fos, c-jun,
c-myc et c-met [121]. SOCS3, une autre des cibles de STAT3, agit comme
rétrocontrôle négatif sur la phosphorylation de ce dernier [122]. Même s’il
apparaît clair aujourd’hui que les cytokines contrôlent l’initiation de la ré-
génération hépatique, le rôle précis de chacune d’elles après l’hépatectomie
partielle est parfois soumis à débat. En eﬀet, la mutation du récepteur au
TNF-α [123] ou l’injection d’anticorps contre le TNF [124] induit un défaut
de régénération après hépatectomie bien le KO du TNF ne semble pas avoir le
même eﬀet [125]. D’autres ligands du récepteur au TNF ont alors été propo-
sés comme essentiels tels que la lymphotoxine-α [126]. De même, les premiers
mutants IL-6 ont mis en évidence un défaut de régénération après hépatecto-
mie partielle [127] lié à une diminution de l’activation de la voie STAT3. Plus
tard, la délétion spéciﬁque du foie de la glycoprotéine 130 (gp130) a égale-
ment montré un défaut de régénération après hépatectomie des deux tiers
accompagné d’une absence d’activation de STAT3 [128]. D’autre part, le KO
de STAT3 spéciﬁque des hépatocytes induit clairement un défaut de régéné-
ration accompagné d’anomalies d’activation des « immediate early genes »
[129] (Figure 3.1).
La transition G1/S
Après avoir eﬀectué la transition G0/G1, les hépatocytes deviennent alors
réceptifs à une seconde vague de signaux qui à leur tour contrôlent la tran-
sition G1/S. Cette deuxième étape se découpe en réalité en deux phases
concomitantes, l’une métabolique, l’autre faisant intervenir des facteurs de
croissance.
La phase métabolique
Après l’hépatectomie partielle, le foie résiduel doit exécuter la double mis-
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Figure 3.1 – La phase de priming résumant l’interaction entre les cel-
lules de Kupﬀer et les hépatocytes déclenchant l’expression des cytokines pro-
inﬂammatoires de la phase de « Priming » [130]
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sion de régénérer et de répondre aux demandes métaboliques habituelles de
l’organisme. En conséquence, il y a une plus forte concentration de signaux
métaboliques qui dialoguent nécessairement avec les signaux de régénération.
Une des manifestations les plus évidentes de cette voie métabolique est l’ac-
cumulation de triglycérides que l’on retrouve au sein des hépatocytes entre
12 et 24h après hépatectomie partielle [131] mais qui a également été décrite
en culture cellulaire [132]. In vivo, on a expliqué ce phénomène par l’appa-
rition d’une hypoglycémie juste après l’hépatectomie partielle qui engendre
une lipolyse induisant elle-même la formation de gouttelettes lipidiques dans
le foie. L’inhibition de cette accumulation de triglycérides par injection de
leptine résulte en une prolifération altérée après hépatectomie partielle [133].
De plus, en utilisant un modèle de souris délétées pour la cavéoline – une
molécule impliquée dans la formation des vésicules de mêmes noms – il a été
montré une diminution importante de l’accumulation de triglycérides post
hépatectomie ainsi qu’un blocage du cycle cellulaire [134]. Cette étude a
néanmoins été contredite par une plus récente [135]. Une autre équipe a par
ailleurs utilisé diﬀérents modèles génétiques altérant le métabolisme lipidique
pour montrer qu’un défaut d’accumulation des triglycérides après hépatec-
tomie n’impactait pas la régénération du foie de façon signiﬁcative [136].
Beaucoup d’études tendent à inﬁrmer ou conﬁrmer l’hypothèse de la stéatose
transitoire comme élément essentiel à la régénération hépatique. Cependant,
jusqu’à aujourd’hui, aucun des modèles utilisés n’induit d’inhibition totale
de l’accumulation de triglycérides post hépatectomie et l’absence de véritable
cinétique de prolifération hépatique rend impossible l’étude d’une corrélation
entre stéatose transitoire et régénération du foie. De plus, peu d’hypothèses
ont été proposées pour l’expliquer le rôle de cette stéatose transitoire. On
avance tantôt celui d’une réserve énergétique produite par ce gras, tantôt ce-
lui d’une réserve de phospholipides pour renouveler la membrane plasmique
lors de la prolifération hépatocytaire subséquente. Il est néanmoins intéres-
sant de constater le paradoxe évident de cette phase métabolique. En eﬀet,
la régénération du foie ne peut s’eﬀectuer qu’à la condition d’accumuler du
gras de façon transitoire, tandis que la stéatose hépatique entraine un défaut
de régénération après hépatectomie partielle [137].
La voie PDK1/AKT a été montrée comme participant à la croissance
cellulaire en jouant davantage sur le métabolisme via une augmentation de
taille des hépatocytes. Cette voie participe d’autant plus à une augmenta-
tion de la taille cellulaire quand la régénération est altérée sans restaurer
la prolifération hépatocytaire post hépatectomie [138]. L’augmentation de la
taille cellulaire semble surtout vraie dans le cadre de l’hépatectomie de 1/3
seulement [139].
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Les facteurs de croissance
La deuxième phase, clairement plus documentée, s’intéresse aux facteurs
de croissance qui sont exprimés au cours de la régénération hépatique. Les
premiers travaux ayant suggéré l’importance de facteurs de croissance au
cours de la régénération hépatique viennent d’expériences de parabiose me-
nées dans les années 70. Ces études montrèrent que les facteurs de crois-
sance présents dans la circulation de rats hépatectomisés pouvaient induire
la prolifération des hépatocytes de rats non hépatectomisés. Par la suite, des
expériences de culture primaire d’hépatocytes ont permis d’isoler certains de
ces facteurs de croissance tels que l’HGF et le TGF-α.
On sait à présent que deux grandes voies de signalisation répondant à
leur facteurs de croissance respectifs contrôlent l’entrée en phase S des hé-
patocytes médiée respectivement par deux récepteurs : le récepteur à l’EGF
(EGFR) et C-Met. Après hépatectomie partielle, HB-EGF, EGF, amphire-
guline, et TGF-α sont sécrétés et interagissent avec le récepteur EGFR et
HGF se lie à son récepteur C-Met selon une cinétique parfaitement ordonnée.
Ces facteurs de croissance proviennent de types cellulaires diﬀérents. On sait
notamment que l’HB-EGF est relargué par le duodénum, que l’EGF est sé-
crété par les glandes salivaires en majorité ou encore que le TGF-α provient
des hépatocytes. L’HGF vient quant à lui des cellules non parenchymateuses,
en particulier des cellules étoilées sous forme de pro-HGF. Celui-ci est ini-
tialement clivé par la protéase urokinase-type plasminogen activator (uPA)
pour agir de façon paracrine sur les hépatocytes.
La voie HGF joue un rôle essentiel dans le contrôle de la régénération
hépatique. Il a été montré que la mutation du récepteur C-Met spéciﬁque-
ment dans le foie induit un défaut de transition G1/S des hépatocytes après
hépatectomie partielle [140], à l’image du blocage du récepteur C-Met et de
son ligand HGF par ARN interférence [141]. Par ailleurs, on a également
souligné le rôle de cette voie dans la transition G2/M des hépatocytes qui
agit sur la voie ERK1/2 [142].
La mutation des ligands de l’EGFR ou du récepteur lui-même entraîne
également un eﬀondrement de la prolifération hépatocytaire qui s’en retrouve
parfaitement désynchronisée. Du fait de son implication dans notre hypothèse
de travail, l’importance de la voie EGFR dans le contrôle de la transition
G1/S au cours de la régénération hépatique sera par ailleurs développée dans
le prochain chapitre.
Plusieurs voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire
et la croissance en particulier ont souvent été décrites comme activées par
l’EGFR ou C-Met dans le foie post hépatectomie, même si aucune démons-
tration stricte ne permet de l’établir. Parmi celles-ci, on note la voie des
MAP kinases, STAT3, AKT et ERK1/2. La suppression de SOCS3 (un ré-
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trocontrôle négatif de STAT3) augmente la prolifération hépatocytaire post-
hépatectomie [143] et la délétion spéciﬁque de STAT3 dans le foie montre un
eﬀet inhibiteur [144]. De façon intéressante, même si la délétion de STAT3
joue sur l’entrée en phase S des hépatocytes, elle n’entrave pas totalement le
processus de régénération qui s’eﬀectue par augmentation de la taille cellu-
laire en jouant sur la voie AKT/mTOR [145]. En eﬀet, l’inhibition de la voie
PI3K/AKT révèle un contrôle de cette voie plus évident sur la taille cellulaire
que sur la prolifération post hépatectomie [146]. Pour ﬁnir, ERK1/2 a claire-
ment été identiﬁé comme essentiel à la prolifération hépatocytaire à la fois in
vivo post hépatectomie mais aussi in vitro [147]. Il existe très certainement
d’autres cibles encore non identiﬁées de l’EGFR et C-Met mais les dialogues
existant entre ces deux voies rendent leur identiﬁcation compliquée (Figure
3.2).
D’autres mitogènes ont également montré leur implication au cours de
la régénération hépatique. Parmi ces derniers, on peut notamment citer le «
fibroblast growth factor receptor » (FGFR) dont la délétion entraîne un dé-
faut de régénération post-hépatectomie [148] ou le « Platelet-Derived Growth
Factor Receptor » (PDGFR), dont l’absence se trouve néanmoins compensée
par une augmentation des voies EGFR et C-Met [149]. Il existe également la
délétion du récepteur à l’Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1R) qui provoque
aussi une diminution importante de la prolifération hépatocytaire post hépa-
tectomie chez les souris mâles [150]. Il existe de nombreux autres mitogènes
dont on soupçonne un rôle au cours de la prolifération comme l’Oncosta-
tine qui régulerait la voie IL-6 ou encore BMP, mais aucune démonstration
claire n’a permis de déterminer leur rôle dans la régénération hépatique. Fi-
nalement, les deux grandes voies de signalisation EGFR et C-Met restent les
deux principales voies contrôlant la transition G1/S au cours de ce processus.
Après cette transition, il n’y a plus aucun point de blocage du cycle cellu-
laire, les hépatocytes eﬀectuent donc leur phase S, G2 et leur mitose aﬁn de
restaurer la masse hépatique initiale.
La phase de terminaison
L’étape contrôlant l’arrêt de la prolifération hépatocytaire à la ﬁn du
processus de régénération est très certainement la moins étudiée. Pourtant,
comprendre les signaux moléculaires qui vont réguler le volume hépatique
ﬁnal, est évidemment très intéressant. Par ailleurs, on sait aujourd’hui que
cette phase fait intervenir aussi bien des facteurs contrôlant l’arrêt de la pro-
lifération que certains signaux apoptotiques [151]. Il semblerait également
que ce soit une modiﬁcation de la balance entre la diminution de voies de si-
gnalisation pro-proliférantes et l’augmentation de voies de signalisation anti-
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proliférantes qui contrôle ﬁnement ce mécanisme.
On a notamment pu observer une augmentation de SOCS3 vers la ﬁn de
la régénération hépatique, bloquant l’expression de l’IL-6 [152]. D’autre part,
la reconstitution de la matrice extracellulaire inhibe le clivage du pro-HGF
vers HGF en induisant l’inhibiteur du plasminogen activator (PAI) [153].
Le TGF-β et l’activine sont les deux voies majeures anti-proliférantes
qui ont été décrites comme contrôlant la ﬁn de la régénération hépatique en
utilisant la voie des SMADs. L’expression du TGF-β croît progressivement
à partir de 24h post hépatectomie avec un pic d’expression à 72h [154]. Il
serait cependant inactivé avant la ﬁn de la régénération hépatique par l’α2
macroglobuline dans le plasma [155]. D’autre part, pendant le même temps,
il existerait initialement une diminution du récepteur au TGF-β qui empê-
cherait la signalisation de cette voie avant l’étape de terminaison [156]. Le
même type de mécanisme a été décrit pour l’activine avec une diminution de
son récepteur au cours de la régénération qui remonte en ﬁn de prolifération
hépatocytaire [157]. Ces données sont cependant contredites par une étude
portant sur la délétion du TGFβR1 qui induit une hyperprolifération des hé-
patocytes post-hépatectomie par rapport aux contrôles. En revanche, cette
délétion est sans conséquence sur la terminaison de la régénération hépatique
sauf si elle se retrouve combinée avec une autre délétion pour le récepteur
à l’activine [158]. Le dernier chapitre de l’introduction se concentrera da-
vantage sur la voie TGF-β et son rôle dans la régénération hépatique post
hépatectomie (Figure 3.2).
D’autres voies de signalisation impliquées dans la régénération hé-
patique
Ces dernières années, plusieurs études ont mis en évidence l’importance
des acides biliaires dans le contrôle de la régénération hépatique. L’augmen-
tation des acides biliaires après hépatectomie partielle a ainsi été décrite
comme le signal d’une diminution des capacités fonctionnelles du foie. On a
notamment décrit le rôle du Farnesoid X Receptor (FXR), récepteur endo-
gène des acides biliaires qui régulent leur niveau, agissant comme un senseur
et stimulant la prolifération et la protection hépatique. Après hépatectomie
partielle, FXR répond à l’augmentation des acides biliaires en se translocant
dans le noyau pour activer diﬀérents gènes impliqués dans la prolifération,
notamment Foxm1b [160]. Plus récemment, une autre équipe a montré le
rôle protecteur du récepteur aux acides biliaires TGR5 au cours de la régé-
nération hépatique. D’une part, l’absence de ce récepteur induit la sécrétion
d’une bile plus hydrophobe et une surcharge d’acides biliaires qui amène à
de la nécrose hépatocytaire. D’autre part, on observe une hypersécrétion des
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Figure 3.2 – Les principales étapes de la régénération hépatique post hépatec-
tomie. (1) la phase de « Priming » illustrée par l’expression des cytokines pro-
inﬂammatoires. (2) la phase métabolique résumée par l’accumulation de goutte-
lettes lipidiques et de facteurs de croissance représentés par les deux grandes voies
de signalisation EGFR et C-Met. (3) la phase de terminaison schématisée par l’ac-
tivation des voies de signalisation TGF-β et l’Activine [159]
cytokines conduisant à une augmentation de l’inﬂammation post hépatecto-
mie. L’ensemble de ces dérégulations au cours de la régénération hépatique
entraîne un retard de complétion de celle-ci [161]. La voie de signalisation
Hippo (Mst1/2 chez les mammifères)/YAP a aussi été liée à la proliféra-
tion. L’inactivation de Mst1/2 au niveau hépatique chez la souris induit
une translocation nucléaire de Yap et une activation de ces cibles qui en-
traîne une hyperprolifération cellulaire [159]. Mst1/2 pourrait être considéré
comme un gardien de la taille du foie, suggérant un rôle potentiel de contrôle
au cours de la régénération (Figure 3.3). De plus, plusieurs études ont mon-
tré l’importance des signaux calciques intracellulaires pour réguler le cycle
des hépatocytes après hépatectomie. En eﬀet, ces signaux calciques ont des
conséquences sur la transcription des gènes, l’expression des cyclines ou en-
core la phosphorylation de plusieurs protéines, notamment Erk au cours de
la régénération hépatique [162].
Les connaissances des mécanismes régulant la régénération du foie post
hépatectomie se sont considérablement développées ces dernières décennies.
Même si certaines voies de signalisation sont aujourd’hui étudiées en pro-
fondeur et les diﬀérentes étapes du processus bien délimitées, il faut garder
à l’esprit qu’il s’agit d’un phénomène excessivement complexe aux signaux
multiples et souvent redondants. Il serait assez ambitieux de vouloir le décrire
de façon exhaustive, puisque chaque année de nouvelles découvertes semblent
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apporter leur lot de complexité au mécanisme. L’avènement des puces à ADN
[163], la mutagénèse insertionnelle par transposons [164], l’étude des micro
ARNs [165] sont autant d’exemples qui nous permettent d’entrevoir la véri-
table complexité du mécanisme de régénération hépatique post hépatectomie.
A titre d’exemple, un article publié récemment dans la revue Cell a uti-
lisé un crible de micro ARNs de grande ampleur pour montrer l’importance
d’une kinase du nom de Dual speciﬁcity mitogen-activated protein kinase ki-
nase 4 (MKK4) dans le contrôle de la régénération hépatique. Son inhibition
entraîne une accélération et une augmentation de la prolifération hépatocy-
taire post hépatectomie en permettant l’augmentation de MKK7 [166]. Ceci
souligne à nouveau l’implication d’une nouvelle grande voie contrôlant la
régénération du foie.
3.5 Défaut de régénération du foie en cas de
stéatose hépatique
Il existe certaines situations physiopathologiques pour lesquelles on ob-
serve un défaut de régénération du foie chez l’Homme mais aussi chez les
rongeurs. C’est le cas notamment de la cirrhose, lors du vieillissement mais
aussi au cours de la stéatose hépatique. Dans ce dernier cas, des travaux ex-
périmentaux eﬀectués sur diﬀérents modèles murins, de même que des études
cliniques ont souligné un retard majeur de régénération hépatique depuis de
nombreuses années déjà. Encore aujourd’hui, on connaît très peu de choses
des voies de signalisation impliquées dans ce défaut de prolifération hépa-
tocytaire associé à la stéatose qui fait l’objet de mon projet de thèse. Par
conséquent, les points A. et B. ci dessous seront essentiellement descriptifs.
3.5.1 Stéatose et régénération chez l’Homme
Même si certains relativisent qu’une faible stéatose n’a que peu d’in-
cidence sur certaines interventions chirurgicales [167], il est communément
admis que la stéatose hépatique est associée à des échecs de procédures chi-
rurgicales et à un risque de morbidité et mortalité accrues en post opéra-
toire notamment après transplantation [168] ou résection hépatique [169].
En conséquence, malgré le manque d’organes disponibles, les foies présen-
tant plus de 30% de stéatose ne sont pas utilisés pour les transplantations
hépatiques en raison du trop grand risque qu’ils représentent [170]. Une autre
étude s’intéressant aux eﬀets toxiques des médicaments a révélé des dom-
mages plus importants et un plus long temps de restauration des fonctions
hépatiques en cas de stéatose hépatique [171]. Bien que personne n’ait pu
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étudier précisément les mécanismes aboutissant à ces complications en cas
de stéatose, beaucoup soulignent une potentielle diminution des capacités
régénératives du foie dans ces diﬀérents cas. Une étude portant sur le suivi
des patients jusqu’à 6 mois après l’opération abonde également dans ce sens
[172]. Cette situation est d’autant plus alarmante que les patients justiﬁant
d’une intervention chirurgicale et présentant une stéatose sont, comme nous
l’avons vu précédemment, de plus en plus nombreux. A titre d’exemple, les
résections de carcinomes hépatocellulaires sur foie stéatosique ont augmenté
d’un facteur 6 au cours de ces dix dernières années [173]. Pour ces diﬀérentes
raisons, certains travaux se sont penchés sur des modèles murins, pour y
étudier les capacités régénératives du foie en cas de stéatose.
3.5.2 Stéatose et régénération sur modèles murins
Les études portant sur la régénération hépatique en cas de stéatose sur
modèles murins se sont développées ces 15 dernières années et ont abouti
à des résultats parfois contradictoires. En eﬀet, alors que la majorité des
recherches montre un défaut de régénération hépatique post hépatectomie
partielle, d’autres études ne parviennent pas à mettre en évidence un quel-
conque défaut. En réalité, certaines diﬀérences s’expliquent probablement par
la variabilité des modèles utilisés ou par des cinétiques de prolifération parfois
trop peu détaillées. Par exemple, deux études utilisant exactement le même
régime « High Fat Diet » ont trouvé un défaut de régénération pour l’une
[174] et pas pour l’autre [175]. Cependant, le temps de régime variait de 9
et 13 semaines pour la première et de 6 semaines maximum pour la seconde.
D’autre part, ce défaut de régénération semble se conﬁrmer dans diﬀérents
modèles d’agression toxique. L’acétaminophène a des eﬀets plus toxiques sur
foies stéatosiques [176] ou encore l’injection de CCL4 inhibe clairement la
prolifération hépatocytaire de souris ob/ob [177]. Au ﬁnal, à la lumière de
l’ensemble des études, il est maintenant communément admis que la stéatose
hépatique tend à induire des défauts de régénération précocement dans le
cycle cellulaire, notamment au niveau de la transition G1/S. Comme illustré
dans la table 3.2, les diﬀérentes études eﬀectuées au cours de ces dernières
années mettent en avant pour la majorité une dérégulation des voies inﬂam-
matoires sans véritablement entrer dans des explications moléculaires plus
développées.
Les deux prochains chapitres s’intéresseront à deux voies de signalisation
importantes pour contrôler la régénération hépatique. Le premier chapitre
développera la voie EGFR dans son ensemble, qui est connue pour agir posi-
tivement sur la régénération en induisant des signaux pro-prolifératifs et qui
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Article Modèle(s) utilisé(s) Régénération Cible(s) moléculaire(s)
[178] ob/ob ✪ ↓ NF-κB
[179] ob/ob ✪ ↑ STAT3 et ↑ p21
[180] ob/ob ✪ VEGF
[181] ob/ob ✪ ?
[182] Rat Zucker ✪ ↓ IL-6
[183] Db/Db ✪ ?
[184] Db/Db ✪ ↓ Wee et ↓ Mit1
[185] MCD ✦ –
[186] MCD ✪ ↑ IL-6 et ↑ TNF-α
[187] MCD ✪ ?
[188] Orotic acid ✦ –
[189] MCD ✦ –
[189] Choline deﬁcient ✪(délais) ?
[174] HFD ✪ ↓ IκBα et ↓ NF-κB
[175] HFD ✦ –
[190] HFD ✪ ↑ ER stress et ↓ Erk1/2
[191] Régime fructose ✪ ↓ TGF-β1
[192] AOX-/- ✦ –
[136] L-Fabp-/- ✦ –
[136] PPARα ✦ –
[136] MTP-IKO ✦ –
[136] FAS-KOL ✦ –
[193] KK-Ay ✪ ↑ STAT3 et ↑ SOCS3
Table 3.2 – Résumé de l’ensemble des articles consacrés à la recherche sur la
régénération du foie en cas de stéatose hépatique sur modèles murins. Il est précisé
les modèles utilisés, l’impact sur la régénération hépatique et les voies de signali-
sation isolées
✪ : Défaut de régénération
✦ : Régénération normale.
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a fait l’objet essentiel de mes investigations dans mon projet de doctorat.
Le second détaillera la voie TGF-β, qui joue négativement sur la régénéra-
tion hépatique en activant des signaux antiprolifératifs et que j’ai trouvée
perturbée dans mon étude du défaut de régénération du foie stéatosique.
Schématiquement, on peut représenter ces deux voies comme une balance
permettant à la régénération post-hépatectomie de s’eﬀectuer correctement.
Chapitre 4
La voie de signalisation EGFR
dans la régénération hépatique
4.1 Description générale
L’EGFR, aussi appelé ErbB-1, est une glycoprotéine transmembranaire
qui appartient à la famille des récepteurs à tyrosine kinases (RTKs) ErbBs,
conjointement avec ErbB-2, ErbB-3 et ErbB-4 [194]. L’EGFR est le premier
membre de cette famille, ainsi que le premier RTK à avoir été découvert en
1963 [195]. Il joue un rôle essentiel à l’égard du développement des tissus
épithéliaux, mais est aussi à l’origine des tumeurs de ces mêmes tissus [196].
D’autre part, la délétion de l’EGFR chez la souris est létale entre la mi-
gestation et la troisième semaine de vie en fonction des souches de souris. Les
souris présentent par ailleurs de multiples anomalies au niveau de la peau,
du rein, du cerveau, du tractus gastro-intestinal ainsi que du foie, avec un
épaississement des lobules hépatiques, des malformations anatomiques des
sinusoïdes ainsi que des noyaux anormalement vacuolés [197].
D’un point de vue structurel, en plus de son domaine tyrosine kinase cyto-
plasmique très conservé, cette protéine possède une région transmembranaire
ainsi qu’un domaine extracellulaire riche en cystéines. Lorsque qu’un ligand
se lie au récepteur, ce dernier peut soit s’homo- ou s’hétéro-dimériser avec
d’autre membres de la famille ErbB [198]. Ceci entraine l’autophosphoryla-
tion de ces résidus tyrosines qui vont recruter un certain nombre de parte-
naires pour permettre l’activation de toute une cascade de signaux intracellu-
laires. L’ensemble de voies activées par l’EGFR est connu pour être impliqué
dans la croissance, la diﬀérentiation, la prolifération cellulaire, la motilité
cellulaire, le contrôle de l’apoptose, la transition epithélio-mésenchymateuse
et la surexpression des métalloprotéases matricielles [199]. On a aussi prêté à
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l’EGFR un rôle dans le maintien des cellules souches ainsi que dans le cancer
[200], mais ces thématiques ne seront pas abordées dans ce chapitre.
Le turnover de l’EGFR est contrôlé par l’endosome. Quand un ligand se
lie sur le récepteur, ce dernier rentre dans la cellule et est transporté vers une
vésicule d’internalisation. Ensuite, en fonction de la stabilité du complexe
EGFR/ligand et de l’ubiquitination du récepteur, il y aura soit une dégra-
dation complète dans le compartiment lysosomal, soit un recyclage vers la
membrane [201]. Ce procédé permet de moduler ﬁnement la signalisation
EGFR en proposant un mécanisme de rétrocontrôle négatif [202]. Il a égale-
ment été montré que l’EGFR peut réguler ses cibles en transloquant sa région
interne dans le noyau pour activer des gènes tels que la cycline D1 [203] ou
des gènes de l’inﬂammation comme COX-2 [204].
4.2 L’EGFR dans le foie
L’EGFR est fortement exprimé dans le foie adulte, mais aussi durant
le développement ainsi que pendant la régénération hépatique, ce qui laisse
suggérer qu’il a une importance prépondérante au cours de ces trois situa-
tions [205]. La délétion spéciﬁque de l’EGFR au niveau des hépatocytes chez
la souris n’expose pas de phénotype particulier, si ce n’est une légère dimi-
nution du poids de l’animal [206]. Plusieurs ligands peuvent se lier sur ce
récepteur, tels que l’ampiréguline (AREG), le Facteur de Croissance Epider-
mique (EGF), l’Heparin-Binding EGF (HB-EGF), la bétacelluline (BTC),
l’épiréguline (EPR) et le Facteur de Croissance de Transformation-α (TGF-
α) [207]. Il n’existe pas de démonstration précise qui prouve que ces ligands
se ﬁxent sur l’EGFR et non pas sur d’autres ErbB qui dimérisent ensuite avec
l’EGFR. Néanmoins, certains d’entre eux ont été démontrés comme essentiels
à la régénération hépatique [114].
Il existe quatre grandes voies de signalisation décrites comme activées par
l’EGFR. On note la voie des Ras/MAPK, des STATs, de PI3K/Akt, et de
la Phospholipase C-γ (PLCγ) [208]. On sait également que l’activation des
voies dépend de l’aﬃnité de certains ligands à l’EGFR. Les ligands de haute
aﬃnité activent les voies des Ras/MAPK et PI3K/Akt, tandis que les voies
de faible aﬃnité activent la voie des STATs et PLCγ [209]. Il est de plus
en plus évident que ces diﬀérentes voies de signalisation sont interconnectées
entre elles, mais pour la clarté de la lecture, elles seront décrites séparément
ci-dessous.
L’activation de la partie intracellulaire de l’EGFR sert de site de ﬁxation
pour des protéines possédant le domaine d’homologie Src, telles que Grb2 et
Shc. Ces dernières interagissent avec Ras/Raf qui va conduire à l’activation
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de la voie des MAPK [210]. Alternativement, l’activation d’EGFR peut ré-
véler un site de ﬁxation pour p85, une sous unité de PI3K. Ceci amènera à
l’activation d’AKT pour jouer sur la survie cellulaire et la prolifération [211].
Dans le foie, l’activation de la voie des STATs par l’EGFR n’est pas sous la
dépendance des kinases JAK comme on l’observe habituellement. A la place,
les STATs sont phosphorylés en se liant directement à l’EGFR [212]. Il a
par ailleurs été montré récemment que la kinase Src activerait les STATs par
l’intermédiaire d’EGFR [213]. Quant à la voie PLCγ, son mécanisme d’acti-
vation par l’EGFR reste incertain. Il semble que cette protéine se lie elle aussi
directement à l’EGFR mais qu’elle ne nécessite pas la phosphorylation de ty-
rosines [214]. L’activation de PLCγ entraînera la formation de diacylglycérol
(DAG) et de triphosphoinositol (IP3). DAG activera la Protéine Kinase C
(PKC), tandis que l’IP3 activera des voies de signalisation dépendantes de
la concentration de calcium [215] (Figure 4.1).
Figure 4.1 – La voie EGFR dans le foie : sources majeures des ligands de l’EGFR
ainsi que quatre grandes voies connues comme étant activées en aval [200].
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4.3 Le contrôle de la voie de signalisation EGFR
sur la régénération hépatique
4.3.1 Par les ligands
Les premières expériences démontrant le fort potentiel mitogène de la
voie EGFR ont été réalisées in vitro. En eﬀet, les auteurs avaient alors testé
la capacité de diﬀérents ligands à induire la prolifération cellulaire sur des
cultures d’hépatocytes privés de sérum. Ces expériences ont permis d’iso-
ler l’EGF [216], le TGF-α [216], l’HB-EGF [217] et l’AREG [218] puisque
chacun d’eux permettait une entrée synchronisée en phase S des hépato-
cytes. D’autre part, le niveau protéique de ces ligands a été montré comme
augmentant rapidement après hépatectomie [219]. Leur potentiel mitogène
fut ensuite étudié in vivo par injection, surexpression, ARN interférence et
délétion conditionnelle. A titre d’exemple, la perte d’expression d’HB-EGF
dans le foie induit un défaut de régénération majeur [220] tandis que la sur-
expression de ce même ligand augmente la prolifération hépatocytaire post
hépatectomie comparée aux contrôles [221]. On observe aussi que l’ablation
des glandes salivaires qui produisent l’EGF entraîne un blocage des hépato-
cytes en phase G1 post hépatectomie, ce blocage étant restauré par l’injection
d’EGF [222]. Le même phénotype est obtenu avec la délétion spéciﬁque de
l’AREG [223]. De façon surprenante, l’inactivation du TGF-α ne donne pas
de phénotype particulier in vivo [224]. Ceci s’explique peut être par l’activa-
tion un peu plus tardive du TGF-α in vivo par rapport aux autres ligands.
Au ﬁnal, la dérégulation des trois premiers ligands conduit à des défauts de
prolifération majeurs après hépatectomie sur modèles murins, qui se mani-
festent par une désynchronisation de l’entrée en phase S des hépatocytes.
Ces résultats semblent indiquer que le rôle de chacun de ces ligands est bien
spéciﬁque et qu’ils ne sont pas redondants entre eux au cours de la régéné-
ration du foie. On peut postuler qu’il est nécessaire que chacun des ligands
soit exprimés et se lie au récepteur de façon séquentielle pour activer correc-
tement l’ensemble des cascades en aval. On peut également penser qu’il faut
atteindre un certain palier quantitatif de ligands pour induire des signaux
prolifératifs.
4.3.2 Par le récepteur
Quelques expériences de culture cellulaire délétant spéciﬁquement l’EGFR
ont résulté en une diminution de la prolifération. Une étude sur des hépato-
cytes de rats a utilisé un inhibiteur pharmacologique permettant d’observer
un blocage de la division cellulaire [225]. Une autre équipe travaillant sur des
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ﬁbroblastes a testé un inhibiteur pharmacologique, des ARN interférents et
des lignées déﬁcientes en EGFR pour observer les mêmes eﬀets. Dans le cas
présent, les auteurs observaient la voie des MAPK dérégulée par l’absence
d’EGFR [226].
Pour aller plus loin, trois études se sont intéressées à invalider spéciﬁque-
ment l’EGFR au cours de la régénération hépatique pour y établir son rôle
exact, cette fois in vivo. La première a utilisé une stratégie d’injection d’anti-
corps anti-EGFR et n’est pas parvenue à observer un eﬀet sur la régénération
du foie [227]. Pour autant, les auteurs n’ont pas eﬀectué une étude appro-
fondie de la prolifération hépatique et n’observent la régénération hépatique
que par le prisme du poids du foie post hépatectomie, qui est un critère ex-
trêmement grossier et de plus à un seul timing. L’unique conclusion possible
de cette étude est que l’inhibition d’EGFR ne provoque pas un arrêt de la
régénération hépatique sur le long terme, ce qui n’est pas en contradiction
avec le reste de la littérature sur le sujet.
En eﬀet, deux autres publications qui se sont également attachées à in-
valider directement l’EGFR dans le foie de modèles murins, ont permis de
conﬁrmer déﬁnitivement son rôle dans la régénération hépatique post hé-
patectomie. Chacune de ces études a observé un défaut majeur d’entrée en
phase S des hépatocytes avec une inhibition de l’expression de la Cycline D1.
La première a consisté en une délétion spéciﬁque au niveau du foie de
l’EGFR. Celle-ci induisait un défaut de régénération post hépatectomie. De
façon surprenante, aucune des voies en aval de l’EGFR n’a été trouvée di-
minuée. Seules les voies inﬂammatoires TNF-α et NF-κB, puis p38 étaient
dérégulées [206]. La deuxième étude a utilisé une technique d’ARN interfé-
rence pour supprimer l’expression d’EGFR. Cette dernière a donné le même
phénotype de défaut de régénération hépatique sans pour autant trouver de
voies en aval à incriminer. On peut uniquement noter la diminution de STAT3
au niveau transcriptionnel [228].
Dans les trois cas, comme dans la grande majorité des études d’invalida-
tion de gènes impliqués dans la régénération, le foie est capable d’eﬀectuer
une régénération complète sur le long terme, mais les deux dernières études
montrent une inhibition des phases précoces de la prolifération. Ceci suggère
que l’EGFR régule spéciﬁquement la synchronisation de la transition G1/S
des hépatocytes sans pour autant empêcher la restauration de la masse hé-
patique. De plus, étant données les divergences de résultats entre les études
in vitro et in vitro, les voies contrôlant la régénération hépatique en aval de
l’EGFR ne sont pas réellement identiﬁées.
Le rôle de l’EGFR dans le foie et au cours de la régénération hépatique
a fait l’objet d’une revue dont je suis co-auteur et ﬁgurant en annexe.
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Chapitre 5
La voie de signalisation TGF-β
5.1 Description générale de la voie TGF-β
Le TGF a été découvert en 1978 sur des cellules 3T3. Ces dernières infec-
tées par le virus sarcome de Moloney produisaient des facteurs de croissance
induisant un phénotype « transformé », se manifestant par une perte de crois-
sance ainsi que la possibilité d’être cultivé sans le substrat utilisé [229]. Plus
tard, on sépara les ligands TGF interagissant avec l’EGFR (TGF-α) ou pas
(TGF-β) [230].
En réalité, il existe une véritable superfamille du TGF-β comportant 35
cytokines. Cette famille se subdivise schématiquement en deux sous-groupes
distincts en fonction de leur similarité de séquence et des voies de signa-
lisation que ces protéines activent. On note ainsi le premier groupe TGF-
β/Activin/Nodal et le deuxième qui est constitué de Bone Morphogenetic
Protein (BMP)/Growth and Diﬀerentiation Factor (GDF)/Muellerian Inhi-
biting Substance (MIS) (Figure 5.1). C’est essentiellement le premier groupe
qui sera abordé ci-dessous.
La voie de signalisation TGF-β a de nombreux eﬀets cellulaires parmi
lesquels ont peut noter l’inhibition de la prolifération, le contrôle de la diﬀé-
rentiation cellulaire, la morphogénèse ou encore l’homéostasie tissulaire. Par
ailleurs, la dérégulation de cette voie a été impliquée dans diﬀérentes mala-
dies comme le cancer, les maladies cardiaques, l’asthme. Dans le foie, elle est
particulièrement connue pour être inductrice de ﬁbrose hépatique [232], pour
intervenir dans la mise en place des canaux biliaires ou plus généralement
dans la diﬀérenciation des hépatoblastes et le développement du foie [233].
Structurellement, tous les ligands de la famille TGF-β sont produits sous
forme de précurseurs et contiennent dans leur région C-terminale la future
cytokine mature. Celle-ci est un dimère stabilisé par des interactions hydro-
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Figure 5.1 – La superfamille du TGF-β représentant les ligands, les récepteurs
et les voies activées par chacun d’eux [231].
phobes et dont chaque monomère comporte 9 résidus cystéines. Les 8 pre-
miers forment des ponts disulfures entre eux pour établir ce que l’on appelle
un nœud de cystéines, tandis que le dernier crée un pont disulfure avec le
deuxième monomère pour renforcer la structure ﬁnale [231]. Le ligand TGF-β
comprend trois isoformes avec -β1, -β2 et -β3 qui partagent 80% d’homologie
de séquence protéique.
5.2 Le TGF-β dans le foie
Il existe trois formes de TGF-β chez la plupart des mammifères : TGF-
β1, TGF-β2, TGF-β3. La délétion de TGF-β1 n’est pas létale chez la souris
mais entraîne une invasion de cellules mononuclées notamment dans le foie. A
l’inverse, les KO de TGF-β2 et TGF-β3 meurent en période périnatale [234].
Ce sont les cellules de Kupﬀer ainsi que les cellules endothéliales qui ont été
décrites comme exprimant le plus grand niveau de TGF-β1 et de TGF-β2 et
3 dans une bien moindre mesure. On observe des changements d’expression
de TGF-β1 dans diﬀérentes situations comme au cours de la régénération
hépatique ou après une réponse ﬁbrogénique [234].
Une fois synthétisé, le pro-TGF-β contient le Latency Associated Peptide
(LAP) qui est lié à la protéine LTBP. Cette dernière présente des homologies
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avec des constituants de la matrice extracellulaire tels que le collagène de
type IV, la ﬁbrilline ou encore la ﬁbronectine. On explique ainsi que le com-
plexe pro-TGF-β/LTBP se lie à la matrice extracellulaire au sein du foie, ce
qui fournirait un réservoir de TGF-β disponible à tout moment sans avoir
besoin d’une synthèse de novo. Les mécanismes contrôlant la maturation du
pro-TGF-β en TGF-β sont nombreux. Parmi ceux-ci, on peut notamment
citer l’uPA, les métalloprotéinases, la décorine ou encore la Secreted Protein
Acidic and Rich in Cystein (SPARC) [234]. Une fois sécrétée, le TGF-β va
se lier à des récepteurs dimériques de types I et II à activité sérine/thréonine
kinase. Ceci amène la formation d’un complexe tétramérique, induisant l’ac-
tivation du domaine tyrosine kinase intracellulaire puis l’activation des pro-
téines SMADs en aval. Il y a 8 protéines SMADs qui se catégorisent en «
SMADS régulés par un récepteur » (R-SMADs), en « SMAD co-médiateurs »
(co-SMAD) et en « SMADS inhibiteurs » (I-SMAD). Les R-SMADs (SMADs
1, 2, 3, 5 et 8) sont directement phosphorylés par leur récepteur, s’homodi-
mérisent et forment un complexe avec la protéine co-SMAD (SMAD4) qui
migre dans le noyau. Associés à d’autres facteurs nucléaires, ces complexes
induisent la transcription d’un certain nombre de gènes cibles. Quant aux
I-SMADs, (SMADs 6 et 7), ils agissent comme des antagonistes qui bloquent
l’activation des R-SMADs ou co-SMADs pour réguler négativement la voie
TGF-β. Les ligands TGF-β/Activin/Nodal se lient préférentiellement au ré-
cepteur de type II qui forme un hétérodimère avec le récepteur I et activent
ensemble SMAD 2 et 3 alors que BMP/GDF/MIS interagissent davantage
avec le récepteur de type I et phosphorylent SMAD 1, 5 et 8. Il existe un
récepteur de type III dont le rôle principal est de moduler la disponibilité
des ligands pour les deux premiers récepteurs [232]. Pour la suite de ce cha-
pitre, c’est essentiellement la voie canonique TGF-β activant SMAD 2 et 3
et brièvement celle de l’activine qui seront traitées (Figure 5.2).
Dans la plupart des tissus, la voie TGF-β est principalement connue
comme étant un inhibiteur de prolifération, en bloquant le cycle cellulaire en
phase G1. Pour ce faire, elle induit la transcription d’inhibiteurs de kinases
cycline-dépendantes tels que p15 et la baisse d’expression de C-Myc [235].
Ceci entraîne ensuite un inhibition de la production de protéines du cycle
cellulaire comme CDK2, CDK4 et les cyclines D1 et E [236]. On observe en-
suite une diminution de la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome
(Rb), qui devient capable de se lier à E2F et arrête ainsi le cycle cellulaire.
Le TGF-β est impliqué dans quatre mécanismes importants dans le foie
adulte de réponse à une blessure. On note la ﬁbrogénèse et trois autres pro-
cessus faisant intervenir des notions de balance proliférative, l’apoptose, la
carcinogénèse ainsi que la régénération qui fera l’objet du sous-chapitre V.3.
Le rôle antiprolifératif du TGF-β peut donc également passer par la mort
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Figure 5.2 – La signalisation intracellulaire du TGF-β et de BMP. Les R-SMADs
phosphorylés migrent vers le noyau pour activer diﬀérentes cibles. Alternativement,
des voies de signalisation indépendantes des SMADs peuvent être activées par TGF-
β et BMP [232]
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cellulaire programmée. Ceci a été examiné in vitro sur des lignées d’hépato-
cytes humains Huh-7. Il a en eﬀet été montré qu’en ajoutant du TGF-β à de
très fortes doses, les hépatocytes répondaient en augmentant leur niveau de
caspase-8, puis caspase-9 et -3 [237]. Par ailleurs, L’IL-6 a révélé un rôle inhi-
biteur de l’apoptose en bloquant la caspase-3 induite par le TGF-β, [238]. Sur
ces lignées cancéreuses, l’activation de ces caspases est liée aux facteurs de
transcription TIEG1 et TIEG2 [239]. Une autre donnée intéressante a montré
que la capilline bloque l’apoptose induite par TGF-β [240]. Pour le moment,
ce sont principalement des études in vitro qui ont montré l’importance du
TGF-β pour induire l’apoptose des hépatocytes mais son mode d’action a
besoin d’être davantage caractérisé.
Le TGF-β module également l’expression d’un certain nombre de gènes
impliqués dans l’initiation des tumeurs. Le niveau du TGF-β se trouve aug-
menté dans de nombreux carcinomes hépatocellulaires, ce qui est manifeste
d’une résistance à l’eﬀet antiprolifératif de ce dernier. L’analyse de patients
présentant un carcinome hépatocellulaire révèle qu’une mutation du récep-
teur TGF-β intervient dans 50% des cas [241], tandis que des mutations de
la voie activée en aval (telle que les SMADs) semblent beaucoup plus rares
[242]. Même si beaucoup d’éléments restent à identiﬁer dans ce processus,
ces résultats montrent qu’une dérégulation de la voie TGF-β semble joue un
rôle dans le développement du carcinome hépatocellulaire.
5.3 Le contrôle de la voie de signalisation TGF-
β sur la régénération hépatique
La voie de signalisation TGF-β a été soulignée comme étant inhibitrice de
la prolifération hépatique au cours de la régénération et au delà, permettant le
retour à la quiescence une fois la régénération eﬀectuée. Les recherches autour
de cette voie dans le cadre de l’hépatectomie partielle se sont principalement
tournées vers la voie canonique TGF-β1. En eﬀet, après avoir observé le rôle
antiprolifératif du TGF-β1, ainsi que son plateau d’expression entre 48 et
72h post hépatectomie [154][243], on a cherché à davantage déﬁnir son rôle
dans ce mécanisme en étudiant les diﬀérents acteurs de la voie. Récemment,
certaines études ont commencé à s’intéresser au rôle de l’Activine, membre de
la superfamille du TGF-β, dans la régénération hépatique. Cette voie, bien
que clairement moins étudiée, sera abordée dans le dernier paragraphe.
84 CHAPITRE 5. LA VOIE DE SIGNALISATION TGF-β
5.3.1 Par le ligand TGF-β1
Les premières expériences qui ont souligné le rôle du TGF-β1 ont été me-
nées in vitro sur des cultures d’hépatocytes de rats adultes. Il a été montré
que l’ajout de TGF-β1 inhibe la transition G1/S de ces hépatocytes. De façon
intéressante, ce n’était pas le cas lorsque les auteurs ajoutaient du TGF-β1
sur des lignées cancéreuses [244]. Des études ultérieures ont montré que le
TGF-β empêchait également l’activation de l’HGF in vitro [245], participant
ainsi au blocage de la transition G1/S. Une autre étude a observé la diminu-
tion de la protéine TGF-β partant de la région périportale des hépatocytes
pendant la régénération hépatique, renforçant ainsi le rôle de ce ligand dans
l’inhibition de la prolifération hépatique. Ces résultats étaient en corrélation
avec une vague de prolifération des hépatocytes en provenance du même en-
droit [246]. D’autres expériences ont montré que l’injection de TGF-β1 à des
rats hépatectomisés induit un arrêt transitoire de la prolifération hépatique
[247].
5.3.2 Par les récepteurs
Le récepteur de la cytokine TGF-β est composé de deux récepteurs de
type I et II. L’implication de ce récepteur au cours de la régénération hé-
patique a suscité quelques interrogations. Ceci est venu de l’observation que
les hépatocytes semblaient résistants au signal TGF-β pendant les premières
heures d’hépatectomie. En eﬀet, des hépatocytes isolés de rats hépatectomisés
montraient une résistance accrue au TGF-β [248]. Une des explications pro-
posées était que le récepteur au TGF-β diminuait directement après le signal
d’hépatectomie partielle, rendant les hépatocytes insensibles à un quelconque
signal [156]. Une autre étude montrait une up-régulation d’antagonistes Ski
et SnoN qui se lient aux protéines SMADs et bloquent le signal dans les pre-
mières étapes de la régénération hépatique [249]. Il était alors postulé que ce
mécanisme permettait aux hépatocytes de proliférer malgré la production de
cette cytokine. L’étude de la délétion spéciﬁque des récepteurs de type I et II
a été rendue diﬃcile du fait de leur létalité respectives [250]. Ultérieurement,
aﬁn de véritablement examiner le rôle de ce récepteur, une équipe a réalisé
une délétion spéciﬁque du récepteur de type II dans le foie. Après hépatec-
tomie, le foie de ces souris présente une prolifération accrue des hépatocytes
au cours de la régénération hépatique liée à une diminution de SMAD2 de la
phosphorylation de la protéine p130, ainsi qu’une augmentation de la cycline
E [251]. Une autre équipe est venue conﬁrmer ces résultats avec une ap-
proche similaire. Cette fois, les auteurs ont noté une hyper-phosphorylation
de la protéine Rb et une sur-activation des cyclines D1 et E. En revanche, la
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ﬁn de la régénération hépatique de ces souris n’est pas inhibée, sauf lorsque
l’on ajoute un inhibiteur de l’activine A (la follistatine) [158].
Si ces études ne permettent pas de véritablement prouver le rôle du TGF-
β dans la terminaison de la régénération hépatique, il semble clair aujourd’hui
que cette voie représente un fort inhibiteur de la prolifération tout au long
de la régénération. D’autre part, si les hépatocytes devenaient véritablement
résistants au signal TGF-β directement après l’hépatectomie partielle, la dé-
létion spéciﬁque des récepteurs n’aurait aucune inﬂuence sur la prolifération.
A la lumière de ces résultats, il semble plus raisonnable de penser que le
TGF-β se trouve au milieu d’un ensemble de voies de signalisation contrô-
lant la prolifération hépatique ﬁnement. Ainsi, des voies pro-proliférantes
(EGFR et C-Met) et anti-proliférantes (TGF-β et Activine) agissent comme
des balances pour réguler le niveau de régénération hépatique. Puis, quand le
TGF-β atteint son plateau maximum entre 48 et 72h, celui-ci prend le dessus
et permet de stopper la prolifération des hépatocytes.
5.3.3 Quelques notions sur la voie de l’activine
La voie de l’activine appartient à la superfamille du TGF-β en faisant
partie intégrante du premier groupe TGF-β/Activin/Nodal. Ainsi, le mode
d’action et les voies de signalisation sous le contrôle de l’activine sont re-
lativement semblables à celle du TGF-β, à la diﬀérence près qu’elles sont
largement moins étudiées dans la régénération hépatique.
Le lien entre Activine A et régénération hépatique a été établi, par la
délétion du récepteur TGF-β de type II. Cette étude avait montré une aug-
mentation du signal de l’Activine A, permettant de compenser l’absence du
récepteur. En eﬀet, en ajoutant un inhibiteur de l’Activine - la follistatine -
les auteurs observaient alors une augmentation importante de la prolifération
post hépatectomie [158]. D’autre part, il a en eﬀet été montré que l’Activine
A inhibait la prolifération des hépatocytes in vitro [252] en induisant Sp1, lui
même contrôlant la transcription de p15 [253]. Par ailleurs, l’Activine A est
exprimée après le signal d’hépatectomie partielle et l’injection de follistatine
à des rats hépatectomisés accélère la régénération hépatique, même si elle
s’achève normalement [254]. On peut noter également que l’injection d’un
adénovirus exprimant la follistatine sur des foies de rats adultes induit une
hépatomégalie par prolifération hépatocytaire, suggérant par ailleurs un rôle
de cette voie dans le maintien de la quiescence des hépatocytes [255]. Enﬁn,
une étude a également montré que des hépatocytes fœtaux (FLPC pour Fetal
Liver Progenitor Cells) participent 4 à 5 fois plus à la repopulation du foie
s’ils sont transplantés dans des foies de souris âgés plutôt que jeunes. En
eﬀet, le signal de l’Activine A augmente avec l’âge, diminuant ainsi les ca-
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pacités prolifératives des hépatocytes. Cependant, les FLPC présentent une
diminution des récepteurs de l’Activine A, les rendant insensibles à ce signal,
et leur conférant un avantage prolifératif [256].
Aujourd’hui, il manque un certain nombre d’études pour conﬁrmer le rôle
de l’Activine A post hépatectomie partielle. Ceci dit, de plus en plus d’articles
semblent souligner son importance dans le contrôle de la prolifération. Il
apparaît toutefois que l’inhibition concomitante de la voie de signalisation
du récepteur au TGF-β1 et de l’activine A soit nécessaire pour supprimer le






Depuis plusieurs années, notre laboratoire s’intéresse à la compréhension
des mécanismes contrôlant la régénération hépatique, en particulier dans le
cadre de l’hépatectomie partielle. Dans ce contexte, mon travail de docto-
rat s’est principalement focalisé sur une voie de signalisation moléculaire, la
voie de l’hormone de croissance, aﬁn d’expliquer les défaut de régénération
hépatique dans un contexte pathologique, celui de la stéatose hépatique. La
dérégulation de l’hormone de croissance est en eﬀet observée dans diﬀérentes
conditions physiopathologiques, notamment au cours du vieillissement, situa-
tion également génératrice de défaut de régénération, et en particulier en cas
d’obésité et de stéatose hépatique.
A mon arrivée au laboratoire, J’ai participé à la ﬁn d’un travail en cours
visant à identiﬁer les mécanismes moléculaires qui présidaient au contrôle du
défaut de régénération hépatique lors du blocage de la voie de la signalisation
de l’hormone de croissance. Une dérégulation de la voie de l’EGFR ayant été
identiﬁée lors de ce travail, l’hypothèse a donc été émise qu’une telle dérégu-
lation pouvait également être à l’origine du défaut de régénération hépatique
du foie stéatosique. Puisque cette première étude s’inscrit pleinement dans les
prérequis qui ont abouti à l’hypothèse de travail de mon projet de doctorat,
il m’a semblé important d’en expliquer la démarche.
Ainsi, j’aborderai dans une première partie les principales fonctions de la
voie de l’hormone de croissance ainsi que les travaux ayant permis d’identiﬁer
l’EGFR comme un relais de la voie de la GH nécessaire à la régénération du
foie (publication no1), puis dans une seconde partie, mon projet de doctorat
personnel sur l’implication des altérations de cette voie dans les défauts de
régénération du foie stéatosique (publication no2).
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Chapitre 6
Le contrôle de l’hormone de
croissance sur la régénération
hépatique
Il existe de nombreuses mutations qui n’ont que peu ou pas d’impact sur
la régénération hépatique après hépatectomie. Comme je l’ai décrit dans l’in-
troduction de ce manuscrit, les redondances ou encore le très grand nombre
de voies de signalisation impliquées dans ce phénomène, préviennent la ma-
jorité des dérégulations que l’on s’attendait initialement à observer. Dans la
plupart des cas, un simple retard de la régénération est constaté, caractérisé
par un décalage dans le temps du pic de synchronisation d’entrée en phase
S des hépatocytes. Ces études d’invalidation génique ont malgré tout permis
de déchiﬀrer des voies essentielles de ce mécanisme, de comprendre certaines
interconnexions existant entre elles, de les hiérarchiser et de comprendre com-
ment elles fonctionnaient, aﬁn de décliner le processus de régénération hépa-
tique en diﬀérentes étapes. Ainsi, beaucoup de recherches avaient à ce jour
simplement souligné l’importance de certaines voies moléculaires sans véri-
table explication mécanistique. Ceci a notamment été le cas avec l’hormone
de croissance (GH) qui avait par le passé été décrite comme contrôlant la
régénération hépatique après hépatectomie sans que les voies en aval aient
été identiﬁées. L’objectif de la première partie de cette étude a donc été de
décrypter les voies modulées par l’hormone de croissance pour contrôler la
régénération hépatique.
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6.1 Concepts généraux sur l’hormone de crois-
sance
L’hormone de croissance aussi appelée somatotropine, est une hormone
peptidique composée de 191 acides aminés de 4 hélices et de deux ponts di-
sulfures. Bien que ses fonctions soient nombreuses sur l’organisme, elle a au
départ été décrite et est toujours principalement connue, pour stimuler la
croissance. Elle est exprimée par des cellules spécialisées nommées somato-
tropes de la partie antérieure de l’hypophyse. Sa transcription est régulée par
un certain nombre de facteurs de transcription, parmi lesquels ont peut citer
pituitary specific transcription factor 1 (Pit-1), specificity protein 1 (Sp1),
activator protein-2 (AP-2), nuclear factor-1 (NF-1) et upstream stimulating
factor (USF) [257]. Son rôle est pléiotrope sur l’organisme en jouant sur des
eﬀets à la fois directs et indirects, la plupart liés au métabolisme, à la crois-
sance et la prolifération cellulaire. Elle est essentiellement connue comme
l’hormone responsable de la croissance post-natale via, comme on le verra,
l’activation d’IGF-1.
6.1.1 La transduction du signal de l’hormone de crois-
sance
De façon générale, l’hormone de croissance se ﬁxe sur deux récepteurs
cytokiniques spéciﬁques formant le récepteur (GHr), présents dans la quasi-
totalité des tissus. Ceci entraine un changement de conformation des récep-
teurs et mène à l’activation de voies de signalisation diﬀérentes.
Ce changement de conformation provoque la phosphorylation d’une pre-
mière molécule de Janus Kinase 2 (Jak2) qui induit immédiatement l’ac-
tivation d’une seconde molécule Jak2 adjacente par trans-phosphorylation
[258][259]. Ceci va conduire à une série de phosphorylations dans la région
cytoplasmique du GHR [260] pour mener à l’activation de protéines en aval
de Jak2, en particulier les Signal Transducers and Activators of Transcription
(STATs), dont STAT1, STAT3, STAT5A et en grande majorité dans le foie
STAT5B. Grace à des études utilisant des souris pour lesquelles certaines
parties intra-cytoplasmiques du GHr avaient été mutées, il a été montré que
STAT5 se liait directement au récepteur pour s’activer, contrairement aux
autres STATs qui se lient à Jak2 [261]. L’ensemble des STATs s’active par
phosphorylation, ce qui permet leur homo- ou hetero-dimérisation. Ceci va
ensuite induire leur translocation dans le noyau et la transcription d’un cer-
tain nombre de gènes cibles par ﬁxation sur des séquences spéciﬁques situées
dans les promoteurs et activateurs de ces derniers. Parmi ces nombreuses
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cibles, on peut notamment citer l’insulin-like growth factor 1 (IGF-1), l’Acid
Labile Subunit (ALS), le Suppressor of cytokine signaling 2 (SOCS-2) et
l’Insulin-like growth factor-binding protein 3 (IGFBP-3) [262]. Ces cibles in-
terviennent toutes les quatre, directement ou non sur l’activité d’IGF-1. Jak2
est également capable d’induire l’activation de la voie PI3K/mTOR par l’in-
termédiaire de la phosphorylation de la protéine adaptatrice Insulin receptor
substrate-1 (IRS-1). De même, via les adapteurs SHC, GRB et SOS, la voie
Jak2 peut mener à l’activation de la voie des MAPK [263][264] (Figure 6.1).
Figure 6.1 – Les voies de signalisation activées par l’hormone de croissance
[262]. Les voies de signalisation activées en aval du récepteur GHr passent
par l’activation de Jak2 ou de Src. Jak2 mène à l’activation des protéines
STATs qui se lient avec elle (STAT1-3) ou au récepteur GHr phosphorylé
par Jak2. Jak2 est également responsable de l’activation de la voie PI3K
par l’intermédiaire de la phosphorylation d’IRS. Src induit l’activation des
MAPK par l’intermédiaire de PLCγ ou des protéines adaptatrices SHC, GRB
et SOS, ainsi que de la voie Jnk.
Il existe au moins deux autres voies de signalisation activées par l’hormone
de croissance de façon indépendante de Jak2. Le GHr peut en eﬀet interagir
avec la kinase Src. Par l’intermédiaire de la phospholipase Cγ, ceci va mener
à l’activation de la voie des MAPK. En eﬀet, en utilisant cette fois une lignée
de souris mutées sur la région intra-cytoplasmique du GHr, responsable de
l’activation de la voie Jak2/STATs mais n’interférant pas avec l’activation
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de Src, la même équipe a pu montrer in vivo l’activation de la voie Src/Erk
indépendamment de Jak2 et observer les cibles diﬀéremment activées entre
les deux grandes voies [265]. On sait par ailleurs que Src est également capable
d’induire l’activation de la voie des c-Jun N-terminal kinases (JNKs) [266]
(Figure 6.1).
L’activation de chacune de ces voies dépend également du tissu cellulaire.
Dans le foie, la voie principalement activée par le signal de l’hormone de
croissance est la voie Jak2/STATS.
6.1.2 Régulation de l’hormone de croissance
La production d’hormone de croissance est contrôlée par deux autres hor-
mones en provenance de l’hypothalamus. L’hormone de libération de l’hor-
mone de croissance (GHRH), aussi appelée somatolibérine déclenche la sé-
crétion d’hormone de croissance, alors que la « Growth hormone inhibiting
hormone » (GHIH), autrement nommée somatostatine ou SRIF, l’inhibe (Fi-
gure 6.2).
Il existe donc un contrôle assez ﬁn de la sécrétion d’hormone de croissance
puisque la diminution de la glycémie [267], l’augmentation de certains acides
aminés présents dans le sang [268], ou encore le stress [269] vont contrôler
positivement la production d’hormone de croissance. A l’inverse, l’augmenta-
tion de la glycémie et la diminution de ces mêmes acides aminés fait chuter la
production d’hormone de croissance. On sait aujourd’hui que ces eﬀets sont
médiés via la GHRH et la GHIH. Il existe également un rétrocontrôle négatif
de l’hormone de croissance via la production hépatique d’IGF-1 auparavant
appelé somatomédine. Au ﬁnal, les interactions entre la GHRH, la GHIH
et l’IGF-1 induisent une sécrétion pulsatile de l’hormone de croissance, qui
chez l’Homme se produit toutes les 2h. On note également qu’en raison de
l’hypoglycémie nocturne, les plus grands pics de sécrétion de l’hormone de
croissance se produisent pendant la période de sommeil [270].
Par ailleurs, il a été montré que les hormones gonadiques, telles que la
testostérone ou l’estradiol stimulent la sécrétion d’hormone de croissance. Ce
phénomène est très certainement responsable de l’augmentation de l’hormone
de croissance observée au cours de la puberté. A l’inverse, l’hormone de crois-
sance est connue pour diminuer progressivement au cours du vieillissement.
Par analogie avec la ménopause ou l’andropause, on appelle ce phénomène «
somatopause » [272].
Parmi les pathologies induites par une anomalie de sécrétion d’hormone
de croissance chez l’enfant, on trouve l’acromégalie, qui est induite par une
trop grande sécrétion d’hormone de croissance, le plus souvent provoquée par
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Figure 6.2 – Régulation de la sécrétion de l’hormone de croissance [271]. La GHIH
(SRIF) et la GHRH contrôlent directement les sécrétions d’hormone de croissance
au niveau hypothalamique. Une fois sécrétée, l’hormone de croissance active un
certain nombre de cibles dans le foie dont l’IGF-1. L’IGF-1 agit ensuite comme un
rétrocontrôle négatif sur la sécrétion d’hormone de croissance.
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un adénome hypophysaire et qui se manifeste progressivement par une aug-
mentation de la taille des extrémités comme les mains ou encore le visage. A
l’inverse, le nanisme harmonieux vient d’un défaut d’hormone de croissance.
Il existe également un syndrome d’insensibilité à l’hormone de croissance,
aussi appelé Syndrome Laron, du nom de celui qui l’a décrit en 1966 [273].
Ce syndrome se caractérise par un nanisme semblable à celui observé dans le
cas d’une déﬁcience en hormone de croissance, mais avec des taux d’hormone
de croissance normaux voir supérieurs à la moyenne. On observe néanmoins
une diminution de l’IGF-1 et de l’IGFBP-3. Ce type de nanisme est associé à
un déﬁcit du récepteur de l’hormone de croissance (GHr), mais a également
été décrit chez des patients présentant un déﬁcit en STAT5 [274].
De façon surprenante, le défaut de signalisation d’IGF-1 induit une aug-
mentation de la durée de vie sur diﬀérents modèles, comme sur C.elegans
[275] ou sur la souris [276]. Les Hommes atteints d’une déﬁcience en hormone
de croissance semblent aussi protégés contre les maladies liées au vieillisse-
ment. Une étude parue en 2011 a notamment suivi des patients équatoriens
présentant une mutation au niveau du récepteur de l’hormone de croissance
pendant 22 ans. Ils ont ainsi montré que ces patients vivaient plus longtemps
et présentaient une fréquence moindre de diabète et de cancers [277].
6.1.3 Les rôles de l’hormone de croissance
Des effets directs et indirects
L’hormone de croissance possède à la fois des eﬀets directs et indirects sur
l’organisme. Ses eﬀets directs sur l’organisme jouent sur le métabolisme pro-
téique, glucidique et lipidique. Pour ce faire, elle agit à la fois sur l’ensemble
des cellules et sur le tissu adipeux.
Dans le premier cas, elle joue principalement sur le métabolisme protéique
en favorisant l’entrée dans les cellules des acides aminés présents dans le
sang et en augmentant la synthèse protéique. De plus, elle inhibe aussi la
dégradation protéique des cellules. Ce mécanisme sur les cellules entraîne un
rétrocontrôle négatif sur l’hormone de croissance. En eﬀet, tout ceci amène à
une diminution des acides aminés présents dans le sang, ce à quoi va pouvoir
répondre la GHIH en diminuant la sécrétion d’hormone de croissance.
Dans le second cas, elle va induire la lipolyse des acides gras présents dans
le tissu adipeux [278]. Ces derniers vont être métabolisés et relargués dans la
circulation sanguine, ce qui amène à une augmentation de la glycémie. Encore
une fois, cette hausse de glucose sanguin va agir en rétrocontrôle négatif sur
la GHIH qui inhibera la sécrétion d’hormone de croissance.
L’essentiel des fonctions indirectes de l’hormone de croissance est médié
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via l’IGF-1 circulant, synthétisé initialement dans le foie. Dans les années 70,
il avait été proposé que l’IGF-1 était le médiateur par défaut de l’hormone
de croissance et avait un eﬀet direct sur diﬀérents organes [279]. Grâce à des
études d’invalidation d’IGF-1 dans diﬀérents tissus, on sait aujourd’hui que
ce facteur est majoritairement synthétisé par le foie, mais peut également
venir d’autres organes, notamment le muscle [280]. De plus, il fonctionne en
grande majorité en formant un complexe de trois protéines avec l’ALS et
les IGF-Binding Proteins (IGFBPs), qui vont permettre de stabiliser l’IGF-1
dans le sang et de moduler son activité sur diﬀérents tissus. L’IGF-1 joue
en particulier sur la croissance des muscles, des cartilages et des os. Le rôle
prépondérant de l’IGF-1 dans le contrôle de la croissance du système musculo-
squelettique est eﬀectivement connu depuis longtemps. Il y a une vingtaine
d’années, on avait montré que sa délétion entrainait une ostéopénie ainsi
qu’une hypoplasie musculaire [280]. Puisque la contraction d’un muscle induit
une pression importante sur les os, la croissance de l’un comme de l’autre
doit être parfaitement adaptée. Parmi ces nombreux eﬀets, l’IGF-1 induit
une augmentation de la taille des chondrocytes [281] et la maturation des
ostéoblastes [282]. Concernant les cellules musculaires, l’IGF-1 augmente en
particulier le métabolisme énergétique [283] et stimule la fusion des myocytes
[284].
Les effets physiologiques et métaboliques de l’hormone de crois-
sance
Les actions à la fois directes et indirectes de l’hormone de croissance lui
garantissent des eﬀets physiologiques et métaboliques sur de nombreux tissus.
Une vue d’ensemble de ces eﬀets est résumée sur la Figure 6.3. Néanmoins,
pour plus de simplicité, nous aborderons les eﬀets de l’hormone de croissance
sur ses principaux organes cibles, à savoir le foie, le tissu adipeux et muscu-
laire squelettique.
Dans le foie
L’hormone de croissance joue essentiellement sur le métabolisme gluci-
dique et lipidique dans le foie. L’hormone de croissance stimule notamment
la production de glucose, bien qu’on ignore encore si elle agit principalement
via l’activation de la gluconéogenèse ou de la glycogénolyse. En eﬀet, l’injec-
tion de fortes doses d’hormone de croissance sur des adultes stimule la glyco-
génolyse [285], tandis que des injections en sous-cutané pendant une semaine
induisent la gluconéogenèse [286]. L’hormone de croissance joue également
sur le captage du glucose par le foie. Ceci a été montré en surexprimant
l’hormone de croissance humaine chez les rats [287] ou encore en utilisant
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Figure 6.3 – Les actions majeures de l’hormone de croissance par l’intermédiaire
ou non de l’IGF-1 [262] L’hormone de croissance utilise STAT5 pour induire à la
fois l’IGF-1 et beaucoup de ses actions directes. Il est donc diﬃcile de diﬀérencier
les actions directes de l’hormone de croissance, de celles qui passent par l’IGF-1.
Cependant, les actions que l’on attribue à l’hormone de croissance de façon directe
sont placées schématiquement sur la droite et celle de l’IGF-1 sur la gauche.
un antagoniste de l’hormone de croissance sur des patients présentant une
acromégalie [288]. Ainsi, le rôle de l’hormone de croissance sur le glucose
s’eﬀectue à la fois au niveau de la production que du captage de ce dernier.
Il a par ailleurs été montré que la déﬁcience en hormone de croissance di-
minue l’expression de la lipase hépatique, que la surexpression d’hormone de
croissance bovine augmente le niveau de lipoprotéine lipase (LPL) [289]. In
vitro sur des cellules HepG2, l’hormone de croissance stimule la phosphoryla-
tion de SREBP-1a [290]. Ces diﬀérentes expériences montrent que l’hormone
de croissance joue non seulement un rôle très important dans le métabolisme
lipidique en favorisant le captage des acides gras, mais qu’elle stimule aussi la
sécrétion de ces derniers. Les souris mutées pour le récepteur de l’hormone de
croissance spéciﬁquement dans le foie développent une stéatose hépatique qui
n’est pas corrigée par la surexpression adénovirale d’IGF-1 [291]. Le même
phénotype est observé pour les souris dont STAT5 ou encore Jak2 sont dé-
létés spéciﬁquement dans le foie [84][292]. Ainsi, les eﬀets de l’hormone de
croissance sur le foie sont principalement la production de glucose ainsi que
son captage, et la sécrétion des acides gras et leur captage.
Il est également intéressant de noter que l’hormone de croissance a été
impliquée dans la régulation du métabolisme des xénobiotiques. En eﬀet, en
utilisant des souris mutées pour le gène du récepteur de la GHRH, des au-
teurs ont montré une augmentation de l’activité de FXR et de ses cibles. Ils
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expliquent ainsi que l’implication de l’hormone de croissance dans la détoxi-
ﬁcation, pourrait être responsable de l’augmentation de la durée de vie des
animaux dépourvus d’hormone de croissance par le biais de l’augmentation
de FXR [293].
Dans le tissu adipeux
L’hormone de croissance stimule la lipolyse dans le tissu adipeux, en parti-
culier dans le tissu adipeux viscéral et sous-cutané [294]. Il a ainsi été montré
à la fois chez l’Homme et chez la souris que l’hormone de croissance induisait
une augmentation de l’activité de la lipase hormone-sensitive (HSL), proba-
blement via le récepteur β-adrénergique [295][296]. L’hormone de croissance
pourrait aussi induire la lipolyse par l’expression de la Cell death activator
(CIDE-A), une protéine jouant sur la concentration des gouttelettes lipi-
diques. En eﬀet, les souris délétées pour le récepteur de l’hormone de crois-
sance présentent un déﬁcit en CIDE-A dans le tissu adipeux sous-cutané
[297]. Parmi les autres cibles de l’hormone de croissance dans le tissu adipeux
pour induire la lipolyse, on peut citer la 11β-hydroxystéroïde deshydrogénase
de type 1 (11β-HSD1), une enzyme régulant l’action des glucocorticoïdes
[298].
Dans le tissus musculaire squelettique
L’hormone de croissance induit le captage des acides gras dans le tissu
musculaire squelettique à des ﬁns énergétiques. Cette action s’eﬀectue via
l’augmentation de l’expression de la lipoprotéine lipase (LPL), qui est l’en-
zyme limitante de la synthèse des triglycérides et participe à leur hydrolyse
en acides gras [299][300]. Elle permet ainsi de fournir le tissu musculaire
squelettique en lipides. L’hormone de croissance induit également la lipase
hormono-sensible (HSL) dans le tissu musculaire squelettique [301]. L’injec-
tion d’hormone de croissance sur des souris qui en sont déﬁcientes a mon-
tré l’expression de PPARβ/δ, un acteur important du métabolisme lipidique
[302]. D’autre part, l’hormone de croissance induit la synthèse de triglycérides
dans le tissu musculaire squelettique à des ﬁns de stockage [301][303]. Pour
ce faire, le muscle estériﬁe à nouveau les acides gras libres en triglycérides.
Ainsi, l’action musculaire de l’hormone de croissance joue essentiellement
sur le métabolisme lipidique plutôt que glucidique. Elle induit le captage des
acides gras libres ainsi que la synthèse de triglycérides. Certains de ses eﬀets
semblent être indépendants du signal IGF-1 [299], suggérant une action à la
fois directe et indirecte de l’hormone de croissance sur le muscle squelettique.
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6.2 L’implication de l’hormone de croissance
au cours de la régénération hépatique
Il y a plus d’un demi siècle que certaines études ont souligné le rôle poten-
tiel de l’hormone de croissance sur la régénération hépatique. Les premières
expériences ont été eﬀectuées en injectant de l’hormone de croissance en sous-
cutané sur des rats après hépatectomie. Les hépatocytes de ces derniers pré-
sentaient un plus grand pic de synthèse d’ADN que les hépatocytes contrôles
et démarraient la mitose avec 1h d’avance [304]. D’autres équipes ont utilisé
un modèle de rat dont on avait retiré l’hypophyse pour observer que ceux ci
présentaient un défaut majeur de régénération hépatique après hépatectomie,
qui était alors corrigé par injections d’hormone de croissance [305]. Plus tard,
une équipe a utilisé deux modèles murins invalidant la voie de signalisation de
l’hormone de croissance, l’un portant des délétions à la fois d’IGF-1 et d’ALS
et l’autre exprimant un antagoniste de l’hormone de croissance (GHa). Après
hépatectomie, les deux séries d’animaux présentaient un retard de proliféra-
tion hépatocytaire, une diminution drastique du pic de prolifération n’étant
noté que dans le modèle GHa [306]. Ces résultats semblaient indiquer que
la majeure partie du contrôle de l’hormone de croissance sur la régénération
hépatique ne passe pas via IGF-1, inhibé dans les deux cas. Pourtant, il a
été montré que la mutation du récepteur de l’IGF-1 conduit à un défaut
de régénération après hépatectomie partielle [150], laissant entrevoir le rôle
d’IGF-1, en aval de l’hormone de croissance dans le défaut de régénération
post-hépatectomie. Pour concilier les deux types d’expériences, on peut sug-
gérer qu’IGF-1 n’a qu’un eﬀet modéré sur la régénération hépatique et donc
ne pourrait médier qu’une partie des eﬀets de l’hormone de croissance dans
ce processus.
Ainsi, même si un certain nombre d’études soulignaient déjà l’importance
de l’hormone de croissance dans le contrôle de la régénération hépatique
chacun des modèles présentaient des faiblesses : le modèle d’hypophysectomie
étant trop drastique, ne permet pas d’exclure l’implication d’autres hormones
(notamment la prolactine) ; quant au modèle murin qui surexprime le GHa,
il ne permet pas d’obtenir une inhibition totale du signal de l’hormone de
croissance. La deuxième limitation de ces études est qu’aucune d’entre elles
ne décrypte moléculairement le contrôle de l’hormone de croissance sur la
prolifération hépatocytaire.
D’autre part, quelques études se sont concentrées sur les pertes des ca-
pacités prolifératives des hépatocytes de souris âgées en s’intéressant à la
diminution de l’hormone de croissance dans ce cadre. En eﬀet, au cours du
vieillissement, on observe une somatopause et on sait que l’injection d’hor-
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mone de croissance permet de corriger certains défauts liés au vieillissement.
On remarque notamment des eﬀets sur la prolifération cellulaire ou encore
la masse musculaire, à la fois sur modèle murins [307] et sur l’Homme [308].
Les hépatocytes de souris âgées présentent un défaut de régénération après
hépatectomie partielle. De façon intéressante, il a été montré que l’injection
d’hormone de croissance chez les souris âgées permet de restaurer ce phé-
notype, par l’intermédiaire du facteur de transcription Forkhead Box m1b
(Foxm1b) [309]. Depuis, une équipe a mis en évidence un complexe protéique
(C/EBPα-HDAC1-Brm), habituellement inhibé par l’hormone de croissance,
qui se forme chez la souris âgée et bloque la transcription de cibles telles
que Foxm1b [310]. Une autre équipe a montré que FXR, indispensable à la
régénération hépatique, avait pour cible Foxm1b [311]. Plusieurs années au-
paravant, il avait été établi que l’absence d’hormone de croissance réduisait
le niveau des acides biliaires, ouvrant la voie vers une voie GH-FXR [312].
Ces résultats dégagent à nouveau certaines pistes d’études quant à la méca-
nistique de l’axe de l’hormone de croissance sur la régénération hépatique.
Cependant, aucun consensus sur les voies moléculaires en aval ne ressort de
ces travaux.
6.3 Publication no1 : Le récepteur de l’hormone
de croissance joue un rôle majeur au cours
de la régénération du foie en contrôlant l’EGFR
et l’activation de Erk1/2
6.3.1 Synthèse
Au cours de cette étude, nous avons cherché à identiﬁer les voies molé-
culaires modulées par le défaut de l’hormone de croissance au cours de la
régénération hépatique. Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle de sou-
ris dépourvu en récepteur de l’hormone de croissance GHRKO, aussi appelé
nanisme type Laron. Il s’agit d’un excellent modèle pour étudier les eﬀets de
l’hormone de croissance puisque ces souris présentent une inhibition complète
de la voie, caractérisée par une extension de la durée de vie ainsi qu’une inhi-
bition partielle de la croissance post-natale. En conséquence, les adultes sont
approximativement deux fois plus petits que leurs contrôles respectifs. Nous
avons pratiqué des hépatectomies des deux tiers sur ces souris pour conﬁrmer
le défaut de régénération associé à la voie de l’hormone de croissance. Nous
nous sommes ensuite intéressés à décrypter les diﬀérentes phases précoces
de la régénération hépatique contrôlant le cycle cellulaire des hépatocytes
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jusqu’à la transition G1/S. Nous avons donc analysé la phase de priming, la
phase métabolique et la phase des facteurs de croissance.
Il avait notamment déjà été suggéré par diﬀérentes approches qu’il existait
un contrôle transcriptionnel et post-transcriptionnel de l’hormone de crois-
sance sur l’EGFR. En eﬀet, plusieurs équipes ont mené à la ﬁn des années
80 des expériences sur des souris dont on avait préalablement enlevé l’hypo-
physe, ainsi que sur des modèles partiellement déﬁcients en hormone de crois-
sance [313][314]. Ces études avaient conclu à une absence transcriptionnelle
d’EGFR sur ces souris, ce qui pouvait être corrigé en injectant de l’hormone
de croissance. Plus tard, un laboratoire a utilisé un modèle transgénique pour
l’hormone de croissance pour observer l’augmentation d’un certain nombre
de voies de signalisation. Parmi celles-ci se trouvait l’EGFR qui voyait son ni-
veau basal augmenté par rapport aux contrôles [315]. Récemment, une étude
s’est attachée à observer les eﬀets d’injections d’hormone de croissance sur
deux modèles d’absence ou de surexpression de la voie. Le premier modèle
consistait en la délétion du récepteur (GHRKO) et révélait une diminution de
l’expression d’EGFR ainsi que de l’activation des voies en aval de ce dernier.
A l’inverse, le deuxième modèle utilisant une souris transgénique (GH-Tg)
montrait une surexpression de l’EGFR avec une suractivation de certaines
voies en aval [316].
Il avait par ailleurs été observé que l’hormone de croissance contrôlait
également l’activation de l’EGFR, donc au niveau post-transcriptionnel. En
eﬀet, des expériences sur des cellules hépatiques in vitro ont permis de ré-
véler que l’hormone de croissance, via JAK2 contrôle la phosphorylation de
l’EGFR sur les tyrosines 845, 992, 1068, et 1173 [317][318]. De plus, l’hor-
mone de croissance est également capable de phosphoryler l’EGFR sur des
résidus thréonines, ce qui augmente sa stabilité et réduit ainsi son cycle de
dégradation [319]. Ainsi, l’hormone de croissance participe également, par
voie indirecte, à la stabilité protéique de l’EGFR. Aucune étude ne s’était
pourtant intéressée à étudier les liens entre hormone de croissance et EGFR
au cours de la régénération hépatique
GH Receptor Plays a Major Role in Liver Regeneration
through the Control of EGFR and ERK1/2 Activation
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GH is a pleiotropic hormone that plays a major role in proliferation, differentiation, and metabolism
via its specific receptor. It has been previously suggested that GH signaling pathways are required for
normal liver regeneration but the molecular mechanisms involved have yet to be determined. The aim
of this study was to identify the mechanisms by which GH controls liver regeneration. We performed
two thirds partial hepatectomies in GH receptor (GHR)-deficient mice and wild-type littermates and
showed a blunted progression in the G1/S transition phase of the mutant hepatocytes. This impaired
liver regeneration was not corrected by reestablishing IGF-1 expression. Although the initial response
to partial hepatectomy at the priming phase appeared to be similar between mutant and wild-type
mice, cell cycle progression was significantly blunted in mutant mice. The main defect in GHR-deficient
mice was the deficiency of the epidermal growth factor receptor activation during the process of liver
regeneration. Finally, among the pathways activated downstream of GHR during G1 phase progres-
sion, namely Erk1/2, Akt, and signal transducer and activator of transcription 3, we only found a
reduced Erk1/2 phosphorylation in mutant mice. In conclusion, our results demonstrate that GH sig-
naling plays a major role in liver regeneration and strongly suggest that it acts through the activation
of both epidermal growth factor receptor and Erk1/2 pathways. (Endocrinology152: 2731–2741, 2011)
It has been known for decades that the liver has the ca-pacity to regenerate after an injury. Themost commonly
usedmodel to investigate liver regeneration in rodents is a
two thirds partial hepatectomy (PH). After this surgical
procedure, hepatocytes, which are highly differentiated,
and quiescent cells reenter the cell cycle and restore the
initial hepatocyte mass after one to two rounds of repli-
cation (1). Two sequential and tightly controlled steps are
required for the synchronous entry of hepatocytes into the
cell cycle. First, there is an initial priming phase, in which
the activation of IL-6 and TNFa pathways allows the
hepatocytes to undergo the transition fromG0 to G1. Sec-
ond, there is a G1/S transition phase orchestrated by mi-
togenic factors belonging to the ligand family of the EGFR
(epidermal growth factor receptor) and the c-Met recep-
tor. There is then a complex interplay between cytokines,
growth factors, hormones, and transcription factors lead-
ing to complete regeneration of the liver (1).
GH is a pivotal hormone in the regulation of postnatal
growth and metabolism of carbohydrates, proteins, and
fat. GH receptor (GHR) belongs to the cytokines receptor
superfamily and induces the activation of the JAK2 ty-
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rosine kinase in response to GH. In the liver, activated
JAK2 phosphorylates GHR target genes, resulting in the
activation of four major pathways: Ras/MAPK/ERK,
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt, signal trans-
ducer and activator of transcription (STAT)3, and the so-
matotrope axis (STAT5/IGF-1). This activation has pleio-
tropic effects especially on proliferation, differentiation,
andmetabolism.More recently, it has been demonstrated
that GH also triggers a Src-mediated, JAK-2 independent
signaling cascade that could also activate ERK (2). All of
these pathways are involved in cell proliferation.
The first evidence that GHR signaling plays a major
role in regeneration of the liver came from studies on hy-
pophysectomized rats that showed delayed regeneration
after PH (3). Recently, an inhibition of the GH pathway
has also been reported during the progression from fibro-
sis to cirrhosis (4, 5), which is also characterized by a
reduced hepatocyte proliferation capacity (6–8). The de-
cline of GH production with age has also been associated
with the age-related reduction in proliferation capacity of
hepatocytes,which is reversed, afterGHadministration to
old mice (9, 10). Finally, a transgenic mouse model ex-
pressing aGHRantagonist that blocksGHaction showed
impaired liver regeneration after PH (11). However, the
molecular pathways modulated by GH during the liver
regeneration process remained to be unveiled.
In contrast with transgenic mice expressing a GH antag-
onist, GHR knockout mice (GHRKO), also called Laron
dwarf mice, show a complete inhibition of the GH pathway
with an increased lifespan and a reduced postnatal growth,
theadultsreachingapproximatelyhalf thesizeofthecontrols
(12). The complete impairment of GH signaling observed in
GHRKO mice is therefore a better model for studying the
roleof thissignalingpathwayin liverregeneration.TheseKO
mice have elevated levels of circulating GH and a near total
suppression of circulating IGF-1 (13).However, they do not
display any liver phenotypic abnormalities. In this study, we
show that liver regeneration is severely delayed in mutant
GHRKO adult mice, and we identify EGFR and Erk1/2 as
themain downstream targets of theGHRpathway involved
in the observed phenotype.
Materials and Methods
Mice and manipulation
GHRKO mice, 8–10 wk old, and control littermates [wild
type (WT)] were kept on a 12-h light, 12-h dark cycle with free
access to food and water. GHRKO GHRKO/Tg-IGF-1 and
WT mice were littermates obtained from the breeding of
GHR1/2 heterozygous mice (Sv129Ola background) (13)
with IGF-1 heterozygous transgenic mice (C57/Bl6 back-
ground) (14). GHR1/2 heterozygous mice were obtained
from J. Kopchick (Athens,OH), and IGF-1 transgenicmicewere
obtained from J. Xu (Houston, TX). Four to six male mice were
used in each group and for each time point (total n 5 45 for
GHRKO; n5 50 forWT; n5 12 forGHRKO/IGF-1mice). Two
thirds partial PH was performed following a previously de-
scribedprotocol (15), and animalswere killed 2h, 8h, 24h, 32h,
40 h, 48 h, 72 h, 96 h, and 14 d after PH. All experiments were
conducted in accordancewith European and institutional guide-
lines for the care and use of laboratory animals. Livers were
harvested either into formalin for histological evaluation and
proliferation studies or snap frozen into liquid nitrogen for both
mRNA and protein preparations. Bromodeoxyuridine (BrdU)
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) was injected ip at 50 mg/kg, 2 h
before killing the animals except for 2- and 8-h time points.
Regarding the STAT5B activation study (see Supplemental Fig.
5), adult male mice were injected ip with human GH (Ipsen;
Boulogne sur Seine, France) at 5mg/kg orwith PBS as previously
described (16), and were killed 30 min later.
Histological analysis
Paraffin-embedded liver sections of 5 mm were stained with
hematoxylin and eosin for mitotic index quantification or for
immunohistochemical studies. Immunohistochemistry was per-
formed with BrdU immunostaining using a biotinylated mono-
clonal primary antibody (DAKO, Glostrup, Denmark) and was
revealedusing theVectastainEliteABCkit (VectorLaboratories,
Burlingame, CA) according to the manufacturer’s instructions.
For each liver sample, approximately 5000 to 8000 hepatocytes
were counted on 15 fields per animal at 3200 magnification.
Real-time quantitative RT-PCR
RNA was purified from livers using the Trizol method (In-
vitrogen, Carlsbad, CA). cDNA synthesis was performed us-
ing the Transcriptor First Strand cDNA synthesis kit (Roche,
Mannheim, Germany). PCR containing the cDNA were set
up in duplicate using the QuantiTect SYBR Green PCR kit
(QIAGEN,Mainz, Germany). PredesignedQuantiTect Primer As-
says (QIAGEN)were used to amplify all analyzed genes using the
standard QuantiTect protocol. Quantitative PCR was per-
formed in real time using the LightCycler apparatus (Roche Di-
agnostics, Basel, Switzerland). Relative expression of the target
genes was calculated after normalizing to the expression of hy-
poxanthine phosphorybosyltransferase, which was used as a
housekeeping gene. A WT quiescent control liver served as cal-
ibrator sample for the calculation of fold induction in gene
expression.
Western blot analysis
Total protein extracts were obtained from snap-frozen tissue
by homogenization in lysis buffer as previously described (17).
Immunoprecipitationwas performed as previously described
(18) from800mgof liver protein extractwith antibodies directed
either against glutathione-S-transferase or STAT5B. We used
three animals per genotype and time point.
Mouse anti-Cyclin D1 was from ZYMED Laboratories, Inc.
(South San Francisco, CA); Cyclin A and Erk1/2 antibodies were
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA); Akt,
EGFR, Phospho-EGFR-1068 and phospho-EGFR-1148, STAT3,
Phospho-STAT3, Phospho-Akt-ser473, Phospho-p44/42 MAPK
and phospho-STAT5-A/B antibodies were from Cell Signaling
Technology (Beverly, MA); g-tubulin-GTU-88 antibody was
from Sigma (St Louis, MO); and STAT5B and glutathione-S-
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transferase antibodies have been previously described (18).
Enhanced chemiluminescence was revealed using a horserad-
ish peroxidase-conjugated secondary antibody (GE Health-
care, Buckinghamshire, UK). Blots were scanned for densi-
tometry analysis with Image J software using three to four
animals per point and genotype.
Statistical analysis
Statistical analyses were performed using the software pack-
age, Statview 4.5 (Abacus Concepts, Piscataway, NJ). Data sets
were compared with Student’s two-sample t test. All data are
representative of four to six animals of each genotype and are
expressed asmean6 SEM.P ,0.05was considered as significant.
Results
Liver regeneration is impaired in the absence of GHR
We performed two-thirds partial hepatectomies in mu-
tant GHRKO and WT adult males. Regenerating livers
were harvested at different time points between 2 h and
14 d after surgery. We observed no postoperative mortal-
ity in either of the two groups. In controlmice, the average
ratio of liver weight to body weight progressively in-
creased from 28% just after PH to 84% and 91% at 72 h
and 96 h, respectively (Fig. 1). In contrast, this ratio
reached only 69% and 74% in GHRKOmice at the same
time points, indicating a defect of liver regeneration in
GHRKOmice.This ratio returned tobasal levels 14dafter
PH in both experimental groups. The proportion of S-
phase hepatocytes was investigated by BrdU incorpora-
tion (Fig. 2A). In control livers, proliferating cells were
first detected 32 h after PH (4.53%6 3.86) and peaked at
40 h (54% 6 12.3) before returning to basal levels after
72 h (Fig. 2A). In contrast, this percentage was drastically
reduced in GHRKOmice at 32 h (0.4% 6 0.29) and 40 h
after PH (9.14% 6 3). Furthermore, in contrast to the
control mice, there was no peak of DNA synthesis after
hepatectomy inGHRKOmice. Themaximal percentage
of BrdU-positive hepatocytes reached was 12.7% at
48 h. This percentage was not statistically different
from those at 40 h and 72 h (Fig. 2A). However, pro-
liferating hepatocytes were significantly more numer-
ous at 72 h and 96 h after PH inGHRKOcomparedwith
WT mice (Fig. 2A).
We then analyzed the expression of Cyclin A, a typical
marker of S phase normally induced 32 h after PH. This
was drastically reduced in GHRKOmice (Fig. 2B) at 32 h
and 40 h, confirming our results of BrdU incorporation.
Furthermore, expression of Cyclin D1 was barely detect-
able 24 h after PH andwas still reduced at 40 h, indicating
a deficient or delayed G1/S transition phase in mutant an-
imals (Fig. 2B).
As expected in the case of a G1/S transition phase im-
pairment, the mitotic index was also greatly reduced in
mutant mice compared withWT as soon as 40 h after PH.
This difference further increased at 48 h, when WT mice
presented with an average mitotic level 22 times higher
than that inGHRKOmice. From48 to 72h, the frequency
ofmitosis decreased inWT regenerating livers whereas, in
contrast, it increased in GHRKO livers and was higher
than in WT livers 72 h and 96 h after PH (Fig. 2C). To
confirm these findings, we examined the expression of
FoxM1B, a transcription factor that is essential for hepa-
tocyte entry into mitosis during liver regeneration. Induc-
tion of FoxM1B mRNA expression during PH-induced
liver regeneration occurs at the G1/S transition of the cell
cycle and increases during G2/M progression (19). Induc-
tion of FoxM1B is essential to restore liver regeneration
in oldmice after administration of GH (10). In GHRKO
mice, induction of FoxM1B mRNA was markedly
down-regulated 40 h after PH compared withWTmice.
The peak of FoxM1B expression was delayed at 72 h in
mutant mice but remained significantly lower than the
peak observed in WT mice, corroborating our data on
mitosis kinetics (Supplemental Fig. 1 published on The
Endocrine Society’s Journals Online web site at http://
endo.endojournals.org).
To exclude the hypothesis that GHR has an antiapop-
totic role during liver regeneration that could account for
the diminished proliferation seen in GHRKO mice, hep-
atocellular apoptosis was measured by routine histologi-
cal analysis and terminal dUTPnick-end labeling staining.
The number of apoptotic cells was very low and compa-
rable between GHRKO and controls at all time points
analyzed after PH (data not shown).
To determine whether liver regeneration is also im-
paired in different conditions associated with parenchy-
mal injury, we studied hepatocyte BrdU incorporation





































FIG. 1. Kinetics of liver regeneration after PH in WT and GHRKO mice.
Change in the ratio of liver weight to body weight during liver
regeneration after PH in GHRKO and WT mice at different time-points.
Data are expressed as a percentage of the initial value before PH,
100% corresponding to the mean liver weight to body weight ratio of
nonoperated animals of each group, namely GHRKO and WT mice.
*, P , 0.05.
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observed a significant 2.5-fold reduction in the percentage
of positive hepatocytes in GHRKO compared with WT
mice (data not shown).
These results indicate that the livers of
GHRKO mice have a delayed liver regenera-
tion with a lack of synchronization of hepato-
cyte DNA synthesis peak after PH. This sug-
gests that GH signaling is required for normal
liver regeneration, before hepatocyte DNA
replication, either during the priming phase or
during the G1/S transition phase.
GHRKO livers show a normal priming
phase during liver regeneration
IL-6 and TNFa are the two main cytokines
that are activated during the first 2 h after PH
and play a major role in the induction of the
priming phase. We found the same profile of
liver TNFamRNAexpression at different time
points after PH in both genotypes (Supplemen-
tal Fig. 2). The expression of IL-6 mRNA 2 h
after PHwas similar in GHRKO andWTmice
(Supplemental Fig. 2). After 8 h, however, IL-6
mRNA expression was higher in GHRKO
mice. To further confirm that these cytokines
have induced a normal priming phase in mu-
tant mice, we analyzed the activation of some
of their downstream proteins. STAT3 and
Erk1/2, which are also known as GH pathway
targetgenes in the liver,arephosphorylatedupon
activation of the IL-6 signaling pathway after
PH.We foundnodifference in STAT3or Erk1/2
phosphorylation between GHRKO and control
livers in the first 2 h after PH (Fig. 3). The PI3K/
Akt pathway, which is induced by GH stimula-
tion (20) and is involved in early liver regenera-
tion (1), also showed a similar level of activation
inGHRKOandWTmice (Fig.3).These findings
indicate thatGHRKOmice have a normal prim-
ing phase during liver regeneration.
Analysis of G1/S transition phase
A metabolic pathway and a growth factor
pathway are both involved in the activation of
the G1/S transition phase (1). During the met-
abolic phase, there is a transient accumulation
of triglycerides in the hepatocytes of the rem-
nant lobes between 12 and 24 h after PH (21).
We looked at lipid droplet accumulation in
mutant and WT liver sections and found no
difference in oil red O hepatocyte staining be-
tween GHRKO andWTmice at 12 h after PH
(data not shown).
Sequential activation of growth factors and
the binding to their cognate receptors allows hepatocytes
to progress through theG1/S transition. Two receptors are
FIG. 2. Kinetics of hepatocyte proliferation after PH in WT and GHRKO livers. A,
Proportion of BrdU-labeled hepatocytes at different time points after PH.
Immunohistochemical detection of BrdU in representative liver sections of WT and
GHRKO mice 40 h after PH. Original magnification 3 200; *, P , 0.05; **, P ,
0.01; ***, P , 0.001. B, Western blot analysis of Cyclin A and Cyclin D1 at different
time points after PH. g-Tubulin was used as a loading control. Two representative
animals of each genotype per point are shown. C, Proportion of hepatocytes
undergoing mitosis at different time points after PH in GHRKO and WT mice. *, P ,
0.05; **, P , 0.01; ***, P , 0.001. Hematoxylin-eosin-stained sections of
representative livers of WT and GHRKO mice 48 h after PH. Original magnification 3
200. Arrowheads indicate mitotic figures.
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known to play a major role in this step of liver regenera-
tion: EGFR, with its ligands HB-EGF (heparin-binding
EGF), amphiregulin, EGF, and TGFa, and c-Met with its
ligand, hepatocyte growth factor (HGF).We analyzed the
mRNA levels of these ligands at various time points after
PH to determine whether a reduction in their expression
could explain the reduced anddelayed S-phase entry of the
hepatocytes. Transcription of amphiregulin and HB-EGF
was induced equally at 8 h in GHRKO and WT mice.
However, although their levels rapidly declined in WT
mice, they remainedhighly up-regulated inGHRKOlivers
24 h after PH (Fig. 4). EGF mRNA levels were also main-
tained in GHRKO mice between 8 and 24 h whereas for
WT mice, they declined between these
time points. HGF expression was in-
duced during the G1 phase in both geno-
types but was significantly higher in
GHRKO compared with WT mice at
both 8 h and 24 h after PH (Fig. 4). Fi-
nally, TGFa, which is normally induced
later during theG1phase,was down-reg-
ulated in GHRKOmice at 32 h and 40 h
after PH. Because liver regeneration oc-
curs normally in TGFa-deficient mice
(22), the down-regulation of TGFa ex-
pression that we observed in the liver of
GHRKOmice could not account for the
liver regeneration delay in this model.
These results indicate that the delayed
hepatocyte proliferation seen after PH in
the absence of GHR cannot be explained
by reduced or delayed induction of the
growth factors that are activated during
the early G1 phase. In contrast, the sus-
tained activation of the EGFR ligands,
amphiregulin, HB-EGF, and EGF 24 h
after PH and the up-regulation of HGF in
mutant livers after PH could suggest a de-
regulation of EGFR and HGF signaling.
Inhibition of EGFR expression
during liver regeneration in GHRKO
mice
To test this latter hypothesis, we first
looked at mRNA expression of EGFR
andHGF receptor (c-Met). Therewas no
difference in c-Met mRNA levels be-
tween the two groups of animals (Sup-
plemental Fig. 3). In contrast, quiescent
livers from GHRKO mice had EGFR
transcript levels that were only 10% of
those observed in their WT counterparts
(Fig. 5A). The corresponding EGFR pro-
tein was also barely detectable in GHRKO mice (Fig. 5B).
During regeneration, whereas EGFR mRNA expression
progressively decreased in WT animals, it modestly in-
creased in GHRKO mice and reached the WT liver ex-
pression level 24 h after PH (Fig. 5A). However, although
EGFR protein is expressed at the same level in quiescent
liver and in regenerating liver until 32 h after PH in WT
animals, it remained barely detectable in GHRKO mice.
Even 32 h after PH, EGFR expression level was still lower
than in WT (Fig. 5B). These results imply that EGFR ex-
pression is controlled by the GHR pathway at the tran-
scriptional level and also potentially at the posttranscrip-
FIG. 3. Activation of signaling proteins during priming phase in WT and GHRKO livers.
Western blot analysis of phosphorylated (p) and total STAT3, Erk1/2, and Akt expression in
GHRKO mice and controls, before (H0) and 2 h (H2) after PH. Two representative samples of
GHRKO mice and controls are shown at the time points indicated.
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tional level. We then examined EGFR activation (Fig. 5B)
and observed an absence of EGFR phosphorylation in
GHRKOmice even 32 h after PH,when EGFR expression
was restored. This suggests a posttranslational control of
EGFR by GH signaling. To exclude compensatory mech-
anisms by other EGFR family members, the expression of
ErbB2 and ErbB3 was investigated by quantitative RT-
PCR. There was no significant difference between the two
groupsof animals at anyof the timepoints tested (Fig. 5C).
Finally, to further support the role of EGFR in hepatocyte
proliferative response, we quantified BrdU incorporation
of in primary culture of WT and GHRKO hepatocytes in
response to insulin and EGF. Although GHRKO hepato-
cytes remained sensitive to insulin for proliferation, they
did not respond to EGF addition in contrast to WT hepa-
tocytes (data not shown). These findings suggest that
EGFR down-regulated expression and the complete ab-
sence of its activation are the major defects in GHRKO
livers that could account for their impaired regeneration.
Liver regeneration defect is Erk1/2 dependent in
the absence of GHR
There are four main pathways downstream of GHR
that are known to be involved in cell proliferation:
STAT5B/IGF-1, Erk1/2, PI3K/Akt, and STAT3 (20). The
latter three are also activated by induction of EGFR and
c-Met receptors. STAT5B is expressed at the same protein
levels during liver regeneration in WT and GHRKOmice
(data not shown). We looked at STAT5B activation by
immunoprecipitation at different time points during re-
generation and found no increase in WT livers (Supple-
mental Fig. 5A). To reinforce these data, we also looked at
STAT5B known transcriptional targets during the regen-
eration process, two positively regulated targets, IGF-1
and suppressor of cytokine signaling (Socs)2, and one neg-
atively regulated target, IGF-binding protein (IGFBP)-1.
As expected, STAT5B pathway being down-regulated in
GHRKO mice, we showed a lower IGF-1 and Socs2 ex-
pression and a higher IGFBP-1 expression in their quies-
cent livers comparedwithWTones.Liver regenerationdid
not modify STAT5B positively regulated targets in
GHRKO and WT mice. In contrast IGFBP-1 was up-reg-
ulated both in GHRKO and WT mice after PH. This in-
crease probably resulted from the activation of IGFBP-1
expression regulators other than STAT5B in both types of
mice as has been already described (23–25). These results
suggest that PH does not induce a specific activation of
STAT5B and that this pathway remains blunted in
GHRKO mice during the regenerative process.
IGF-1 synthesis is mainly induced through GH stimu-
lation as evidenced by its absence in the liver of GHRKO
mice.Wewondered whether reexpressing IGF-1 could re-
verse the liver regeneration defect observed in GHRKO
mice. To test this hypothesis, we crossed GHRKO mice
with transgenic mice expressing IGF-1 specifically in the
liver (GHRKO/TgIGF-1). TgIGF-1 transgenic mice ex-
press an active form of IGF-1 in the liver that is secreted in
the serum and induces an increased body length and
weight in the absence of GHR signaling (14). GHRKO/
TgIGF-1mice showed partial reversal of GHRKOgrowth
retardation (Table 1) but not of peak hepatocyte DNA
FIG. 4. Expression of growth factors during liver regeneration.
Expression of various growth factors, measured by real-time RT-PCR,
before and at indicated time points after PH in GHRKO and WT livers.
*, P , 0.05; **, P , 0.01; ***, P , 0.001.
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synthesis 40 h after PH with a percentage of BrdU incor-
poration not different from the one observed for GHRKO
mice between 32 h and 48 h (Table 1). Furthermore, no
mitosis was observed in GHRKO/TgIGF-1 mice at this
time point, as in GHRKO mice (data not shown). These
results strongly suggest that the liver regeneration defect
observed in the absence of GH signaling is IGF-1 inde-
pendent. To confirm these results, we showed that IGF-1
reinduction into the liver of GHRKO mice has an effect
neither on expression/phosphorylation of EGFR (Fig. 6A)
nor on mRNA expression of IGFBP-1 and Socs2 (Supple-
mental Fig. 5).
We then analyzed Erk1/2, PI3K/Akt, and STAT3 dur-
ing the G1/ S progression phase, which occurs between 8
and 40 h after PH. There was no dif-
ference in Akt phosphorylation be-
tween the two groups of animals at any
of the studied time points. The analysis
of STAT3 activation showed an unex-
pected sustained phosphorylation in
GHRKOmice at 8 and 24 h, whereas it
was only reinduced at 32 h inWTmice
(Fig. 6B). Expression of SOCS3, which
is known to negatively regulate STAT3
activation in a feedback loop (1), was
lower in GHRKOmice compared with
controls at 8 h after PH (Supplemental
Fig. 4). Finally, phosphorylation of Erk1/2
was drastically reduced in GHRKOmice
comparedwithWTmicebetween8and
32 h after PH (Fig. 6B). These results
indicate that, among the main down-
stream pathways involved in liver re-
generation that are activated by EGFR
signaling, only Erk1/2 is down-regu-
lated in GHRKO mice.
Discussion
The inactivation of individual genes in-
volved in liver regeneration most often
leads to a delayed entry of hepatocytes
into the S phase, but not to an absence
of a DNA synthesis peak. This is due to
the high functional redundancy be-
tween the genes required for this pro-
cess. In the present study, we showed
that GHR deficiency leads to an ab-
sence of synchronization of entry into
the S phase for hepatocytes.
We then aimed to identify which
pathways, controlled by GH signaling,
were involved in this phenotype. We first demonstrated
that the priming phase and lipid droplet accumulation in
hepatocytes, two essential steps for liver regeneration, oc-
cur normally in the absence of GHR.
We then analyzed the two receptor pathways that were
required for progression of hepatocytes from G1 to S phase
during liver regeneration.We found amajor defect in EGFR
expressionandactivation inquiescent livers aswell asduring
the initial phases of regeneration. Therefore, the up-regula-
tion of the EGFR ligands, amphiregulin,HB-EGF, andEGF,
at this stage of the process could be due to an impaired
negative feedback loop in the absence of EGFR signaling.
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FIG. 5. Expression of ErbB receptor family members in regenerating GHRKO and WT livers at
different time points after surgery. A and C, Expression of EGFR, ErbB2, and ErbB3, measured
by real time RT-PCR, before and at different time points after PH in GHRKO and WT livers. B,
Western blot analysis of total EGFR and phospho-EGFR in GHRKO mice and controls at
indicated time points after PH. The representative samples from two distinct regenerative
mouse livers of GHRKO mice and controls are shown at the indicated time points. The g-
tubulin protein band was used to normalize expression levels. **, P , 0.01; ***, P , 0.001.
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compensatory mechanism by the c-Met pathway. How-
ever, if this was the case, it was not sufficient to restore the
DNA synthesis peak.
The essential role of EGFR in liver regeneration has
recently been emphasized by studies of liver EGFR-defi-
cient mice (26) or injection of small interfering RNA di-
rected against EGFR (27). In both cases, a major liver
regeneration defect with no BrdU incorporation peak,
similar to GHRKO mice, has been observed, corroborat-
ing our results.
Our data strongly suggest that EGFR down-regulation
is responsible for the absence of synchronization and de-
layed hepatocyte S-phase entry in GHRKO livers, a hy-
pothesis that could be confirmed by the rescue of EGFR
activation using genetic or pharmacological approaches.
Previous studies have already shown cross talks be-
tween GH and EGF signaling pathways (28, 29). Control
of EGFR expression by the GHR pathway has been sug-
gested both at the transcriptional (30) and translational
levels (31). In the present study, we show that GHR sig-
naling controls both transcriptional and protein activa-
tion of EGFR during liver regeneration. It is tempting to
postulate that the transcriptional regulation is through
STAT5B, which mediates the main GHR pathway effects
in the liver. We confirmed here that STAT5B could not be
activated upon GH stimulation in GHRKO mice. How-
ever, we did not detect any induction of STAT5B activa-
tion in the liver of WT mice during regeneration. There-
fore, we hypothesize that STAT5B controls EGFRmRNA
expression in the quiescent liver and that this basal ex-
pression is required for hepatocyte G1/S phase progression.
This hypothesis was recently strengthened by the observa-
tion of an impaired EGFR expression in STAT5B-deficient
livers (32). Our results also suggest a role of GHR pathway
in subsequent EGFR tyrosine phosphorylation during liver
regeneration by currently unknown mechanisms.
Cross talks have also been described between EGFR
and IGFR pathways, with IGF-1 stimulation transactivat-
ing EGFR (33, 34). Furthermore, IGF-1 is a major down-
stream target of theGHRpathway.Wedemonstrated that
GHRKO animals reexpressing IGF-1 specifically in the
liver induce neither expression nor activation of EGFR.
According to this result, the livers of these GHRKO/
TgIGF-1animalswereunable to correct their regeneration
impairment.Therefore, although invalidationof IGF-1 in-
duces a liver regeneration delay (11), its expression in the
liver is not sufficient to rescue the liver phenotype induced
by GHR deficiency.
In the liver, activationofGHR induces threemainpath-
ways known tobe involved in cell proliferation: PI3K/Akt,
Erk1/2, and STAT3 (1). We followed the kinetics of their
activation during liver regeneration in the absence of
GHR. No significant difference in Akt phosphorylation
was foundbetweenGHRKOandWTmice.Unexpectedly,
we found an up-regulation of STAT3 phosphorylation in
mutantmice. The consequences of an increasedphosphor-
ylated STAT3 on liver regeneration are ambiguous in the
literature. Some authors reported that a sustained STAT3
phosphorylation is associated with an increased hepato-
cyte proliferation rate in the absence of the SOCS3 inhib-
itor (35). In contrast, constitutive expression of IL-6 in the
liver of transgenicmice, togetherwith an increased STAT3
phosphorylation, leads to a defect in hepatocyte prolifer-
ation (36). This controversy can be reconciled when one
TABLE 1. Analysis of liver weight to body weight ratio and of hepatocyte proliferation rate after PH in WT,
GHRKO, and GHRKO/TgIGF-1 mice
WT mice GHRKO mice GHRKO/IGF1 mice
Liver weight/body weight (%) 4.53 6 0.25 3.77 6 0.24 ND
P , 0.0001
n 5 10 n 5 10
Body weight at 10 wk (g) 23 6 0.62 11.22 6 0.59 15.42 6 1.58
P , 0.0001 P 5 0.0005 P , 0.0001
n 5 10 n 5 10 n 5 12
% BrdU 1 hepatocytes at H32 after PH 4.53 6 3.86 0.4 6 0.29 0.83 6 0.05
P 5 0.05 0.224 0.212
n 5 6 n 5 6 n 5 4
% BrdU 1 hepatocytes at H40 after PH 56.26 6 10.54 9.14 6 3.02 7.6 6 5.33
P 5 0.0004 0.666 P 5 0.0082
n 5 5 n 5 5 n 5 4
% BrdU 1 hepatocytes at H48 after PH 18.37 6 11.7 11.5 6 7.13 6.27 6 1.2
0.228 0.140 P 5 0.033
n 5 6 n 5 6 n 5 4
Effects of liver-specific IGF-1 expression in GHRKO mice (GHRKO/TgIGF-1) on body weight and proportion of BrdU-labeled hepatocytes, 40 h after
PH. Data are reported for GHRKO mice, GHRKO/TgIGF-1 mice, and WT mice as means 6 SEM, and n refers to the number of animals studied.
There is no significant difference in the percentage of BrdU-positive hepatocytes between GHRKO/TgIGF-1 and GHRKO livers at any time point
analyzed. P in WT column compares WT with GHRKO, P in GHRKO column compares GHRKO with GHRKO/IGF1, and P in GHRKO/IGF1 compares
GHRKO/IGF1 with WT.
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considers that an increased SOCS3 expression rather than
a sustained STAT3 activation is responsible for an im-
paired liver regeneration. We therefore examined Socs3
mRNA expression and found it to be lower in GHRKO
mice than in WTmice at its peak level of synthesis during
liver regeneration. This result can explain the up-regula-
tion of STAT3 and is consistent with previously published
data showing that, in the liver, Socs3mRNA expression is
under the control of STAT5B (37). Our data therefore
suggest that even if sustained STAT3 phosphorylation
does not impair liver regeneration, its effects are not suf-
ficient to bypass the negative effect of GHR deficiency on
hepatocyte proliferation. Finally, we looked at Erk1/2 ac-
tivation and found it to be clearly down-regulated in
GHRKOmice during theG1/S phase of liver regeneration.
The MAPK kinase/ERK activation cascade has been
clearly implicated in hepatocyte DNA replication both in
vitro and in vivo via cyclin D1 induction (38). Moreover,
Erk1/2 is activated in the liver by various EGFR ligands
during the G1/S transition phase (39–41). We observed
that down-regulation of Erk1/2 occurred only when acti-
vated EGFR pathway was required to allow hepatocytes to
progress toward S phase and not before, during the priming
phase. These results suggest that Erk1/2 is a downstream
mediator of EGFR signaling during liver regeneration.
In conclusion, we identified that both expression and
activation of EGFR were under the tight control of the
GHR pathway during liver regeneration. Because EGFR
pathway is known to be responsible for the synchronous
S-phase entry of hepatocytes during liver regeneration, we
also propose EGFR as the essential mediator in the GHR
pathway for liver regeneration.We therefore excluded the
involvement of the other GHR pathways activated in the
liver, namely IGF-1,Akt, and STAT3, in this physiological
phenomenon.
Progression from fibrosis to cirrhosis is characterized
by an impairment of GH signaling and by a hepatocyte-
proliferative arrest (4–8). It is of interest, therefore, to
verify whether there is a correlation between this prolif-
erative inhibition and a down-regulation of the EGFR sig-
naling at this end stage of the disease.
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6.3.2 Résultats et discussion
Au cours de ce travail, nous avons ainsi mis en évidence un défaut de
l’entrée en phase S des hépatocytes chez les souris GHRKO. Après analyse
des étapes précoces contrôlant la prolifération, nous avons pu montrer une
inhibition de l’expression d’EGFR chez les souris dépourvues en récepteur de
la GH. A l’état quiescent, l’analyse du transcrit a révélé une expression de
l’EGFR de seulement 10% de celle des contrôles ainsi qu’une quasi absence
de la protéine. Au cours de la régénération hépatique, le transcrit et la pro-
téine sont réinduits progressivement, respectivement à partir de 24 et 32h,
tout en restant à un niveau bien inférieur à celui des contrôles. Par ailleurs,
même si la protéine est exprimée à 32h, cette dernière n’est pas activée (phos-
phorylée) à ce timing. Parallèlement à cette inhibition, nous avons noté une
augmentation de l’expression des ligands de l’EGFR (Amphiréguline, HB-
EGF, EGF) au cours de l’hépatectomie partielle chez les animaux GHRKO.
Ces résultats confortent la dérégulation du signal de la voie. En analysant les
voies de signalisation en aval de l’axe GH/EGFR (STAT5b, Erk1/2, PI3K et
STAT3), nous avons observé une diminution drastique de la phosphorylation
de Erk1/2 au cours de la régénération hépatique, suggérant que l’inhibition
de la régénération hépatique passe par cette voie. D’autre part, l’induction
de l’expression hépatique d’IGF-1 par le truchement du croisement des ani-
maux GHRKO avec des animaux transgéniques pour IGF1 n’a pas permis de
restaurer la prolifération des hépatocytes post hépatectomie. Ceci indique de
façon certaine que si IGF-1 est impliqué dans le défaut de régénération chez
les animaux GHRKO, il n’est pas l’acteur principal de la voie de l’hormone
de croissance dans ce processus.
A travers cette étude, nous avons montré que l’hormone de croissance
contrôle à la fois l’expression et l’activation de l’EGFR au cours de la ré-
génération hépatique. Etant donnée l’importance de la voie de signalisation
EGFR pour l’entrée synchrone des hépatocytes en phase S post hépatectomie,
nous postulons que le contrôle de l’hormone de croissance sur la régénération
du foie est médié par l’EGFR.
D’autre part, de précédents travaux ont montré que l’inhibition de STAT5
entraine un défaut de régénération après hépatectomie partielle [84]. Dans
cette étude, les auteurs expliquent le défaut de régénération chez leurs ani-
maux dépourvus de STAT5 par l’activation aberrante de STAT1 dans le foie.
En eﬀet, ils utilisent des souris mutées à la fois pour les gènes STAT5 et
STAT1 spéciﬁquement dans le foie et montrent ainsi une prolifération cellu-
laire qui n’est pas signiﬁcativement diﬀérente par rapport aux contrôles. En
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réalité, les auteurs étudient la restauration de la prolifération à un seul temps,
ce qui ne permet pas de conclure sur l’eﬀet de la délétion sur la cinétique de ré-
génération hépatique. De plus, la prolifération des souris doublement délétées
ne semble pas non plus signiﬁcativement diﬀérente du modèle STAT5-/- et les
souris présentent plutôt un phénotype intermédiaire entre les souris contrôles
et les souris STAT5-/-. On peut également noter que, contrairement au mo-
dèle GHRKO, l’inhibition de l’expression de STAT5 entraine l’activation de
voies compensatrices telles que STAT3 ou encore STAT1, par l’hormone de
croissance et d’autres ligands potentiels ne permettant pas d’étudier réelle-
ment le rôle de STAT5 dans la régénération hépatique. En revanche, une autre
étude avait montré une inhibition de l’expression de l’EGFR chez des souris
dépourvues de STAT5 hépatique [320], ce qui pourrait également expliquer
l’inhibition de la régénération du foie chez ces souris. De façon similaire, nous
observons une absence d’activation de STAT5b dans le foie chez notre modèle
de souris. Ainsi, nous proposons que le contrôle de la voie de l’hormone de
croissance sur l’EGFR pourrait s’eﬀectuer via STAT5b (Figure 6.4).
Figure 6.4 – Modèle proposé du contrôle moléculaire de l’entrée synchrone en
phase S des hépatocytes post hépatectomie
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Chapitre 7
Le défaut de régénération du foie
en cas de stéatose hépatique
A la suite de ce premier travail, nous avons poursuivi nos recherches sur
la régénération hépatique en nous concentrant sur une situation pathologique
corrélée à un déﬁcit de la voie de l’hormone de croissance : la stéatose hépa-
tique. Comme nous l’avons vu en introduction, la stéatose hépatique est aussi
associée à un défaut de régénération hépatique aussi bien dans les modèles
animaux et chez l’homme. Ainsi, pour cette étude qui a constitué la majeure
partie de mon travail de doctorat, nous nous sommes intéressés en particulier
à comprendre le défaut de régénération associé à la stéatose hépatique.
7.1 Obésité, stéatose hépatique et hormone de
croissance
La diminution de la voie de l’hormone de croissance a souvent été associée
à la stéatose et à l’obésité, sans que l’on comprenne laquelle de ces anoma-
lies découlait de l’autre. En eﬀet, on a notamment observé que des patients
présentant des déﬁciences en hormone de croissance ou une mutation au ni-
veau du récepteur de l’hormone de croissance [321] développaient un surpoids
associé à une stéatose hépatique. La déﬁcience de l’hormone de croissance
chez l’adulte (AGHD) par exemple a pour conséquence d’augmenter l’obé-
sité viscérale, provoque également une hyperlipidémie [322] ainsi qu’une plus
grande susceptibilité à développer une stéatose hépatique [323]. On retrouve
les mêmes observations chez les patients présentant un dysfonctionnement
de l’hypothalamus (panhypopituitarisme), avec une prise de poids, une dys-
lipidémie et un risque accru de déclarer une stéatose ainsi qu’une cirrhose
[324]. De façon cohérente, ce phénotype se retrouve sur des modèles murins
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déﬁcient en récepteur de l’hormone de croissance [291], Jak2 [292] ou muté
pour STAT5 [84] dans le foie.
Inversement, bon nombre d’études montrent une diminution de la voie
de l’hormone de croissance avec l’obésité. On observe ainsi une diminution
des sécrétions d’hormone de croissance [325] ainsi qu’une augmentation de
l’élimination de celle-ci chez des patients en surpoids [326]. Plus récemment,
une équipe a montré les mêmes eﬀets sur l’hormone de croissance avec un
comportement hyperphagique sur le court terme sans que les patients ne pré-
sentent d’obésité à la base [327]. Par ailleurs, une étude transversale portant
sur 1667 patients présentant une stéatose hépatique a montré un taux de
GH inférieur aux contrôles [328]. Les mêmes résultats ont été retrouvés sur
une cohorte de patients obèses présentant une ﬁbrose [329]. D’autres tra-
vaux ont également montré une diminution d’IGF1 [330] ou de l’axe tout
entier GH/IGF1 sur des patients présentant une stéatose du foie [331]. Pa-
rallèlement à ces données, de nombreuses études ont montré que l’injection
d’hormone de croissance permettait à des patients présentant une déﬁcience
de la voie ou obèses, d’améliorer leur phénotype stéatosique et de surpoids
[332].
L’ensemble de la littérature souligne de façon incontestable le lien exis-
tant entre la signalisation de l’hormone de croissance, l’obésité et la stéatose.
Il apparaît clair qu’une absence d’hormone de croissance induit des désordres
métaboliques, mais que ceux-ci ont aussi un eﬀet inhibiteur sur les sécrétions
d’hormone de croissance. Pourtant, même si il a été démontré que l’augmen-
tation sérique d’acides gras et de glucose sanguin a un eﬀet inhibiteur sur
les sécrétions d’hormone de croissance et inversement, on ne connait toujours
pas le mécanisme en jeu dans ces diﬀérentes observations.
7.2 Publication no2 : La dérégulation de l’axe
GH/EGFR participe au défaut de régéné-
ration du foie en cas de stéatose
7.3 Synthèse
Le défaut de régénération hépatique associé à la stéatose sur modèles mu-
rins est connu depuis plusieurs années. On sait également que cette condition
représente un facteur de risque concernant les transplantations hépatiques ou
les résections majeures du foie sur l’Homme. Bien que cela n’ait pas été claire-
ment démontré, on associe généralement cette morbidité accrue à un défaut
de régénération hépatique post opération. Pour cette raison, identiﬁer les
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voies moléculaires responsables de ce défaut de régénération dans le cadre de
la stéatose hépatique est donc d’un intérêt clinique évident.
Au cours de ce travail, nous avons cherché à résoudre cette question en
adoptant une approche diﬀérente de celles déjà publiées. En eﬀet, aucun mé-
canisme général n’a à ce jour été mis en évidence pour expliquer ce défaut de
régénération du foie stéatosique et ce, d’autant que certains résultats contra-
dictoires ont été rapportés comme nous l’avons vu dans l’introduction. Un
des objectifs de ce projet a donc été de trouver une altération d’une voie
connue pour être essentielle à la régénération hépatique et commune à l’en-
semble des modèles de stéatose hépatique, permettant ainsi de réconcilier les
discordances rapportées dans la bibliographie. En eﬀet, la littérature sur le
sujet met majoritairement en exergue des dérégulations au niveau des voies
inﬂammatoires, variables selon les modèles étudiés. Par cette étude, nous
avons donc cherché à décrypter les bases moléculaires responsables du défaut
de régénération hépatique du foie stéatosique sur diﬀérents modèles murins.
Pour ce faire, nous avons orienté notre recherche autour de la dérégulation de
l’axe GH/EGFR, avec comme hypothèse de départ qu’un défaut d’expression
de l’EGFR serait impliqué dans le défaut de régénération du foie stéatosique.
Nous avons étudié l’expression de l’EGFR sur des patients présentant une
stéatose hépatique, ainsi que sur deux modèles murins de stéatose hépatique.
Le modèle génétique ob/ob, ainsi qu’un modèle induit par un régime déﬁcient
en Méthionine et Choline (MCD). Nous avons fait ce choix pour disposer de
deux modèles diﬀérents de stéatose, à des stades d’avancement de la maladie
diﬀérents et discriminées sur l’obésité En eﬀet, la souris ob/ob présente une
obésité et peu d’inﬂammation, tandis que le modèle MCD présente a contrario
un amaigrissement et une forte inﬂammation hépatique.
Pour parer à une trop grande mortalité animale tout en conservant un pic
de synthèse de BrdU, indiquant une mise en cycle synchrone des hépatocytes,
nous avons pratiqué sur les modèles ob/ob et MCD de stéatose hépatique des
hépatectomies de 55% au lieu de l’hépatectomie des 2/3 plus classiquement
utilisée pour l’étude de la régénération hépatique. Nous avons conﬁrmé que
le défaut de régénération hépatique observé dans ces deux modèles était lié à
un blocage de la transition G1/S. Nous avons ensuite analysé diﬀérentes voies
de signalisation impliquées dans la régénération hépatique, avec un intérêt
tout particulier pour l’EGFR et ses voies en aval. Pour ﬁnir, nous avons
pratiqué des expériences de sauvetage phénotypique par injections d’hormone
de croissance aﬁn de véritablement incriminer la voie de signalisation étudiée.
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Growth hormone (GH) pathway has been shown to play a major role in liver regeneration through the 32 
control of EGFR activation. This pathway is downregulated in non-alcoholic fatty liver disease 33 
(NAFLD). Since regeneration is known to be impaired in fatty livers, we wondered whether a 34 
deregulation of the growth hormone/EGFR pathway could explain this deficiency.  35 
Hepatic EGFR expression and triglyceride levels were quantified in liver biopsies of thirty-two obese 36 
patients with different degrees of steatosis. We showed a significant inverse correlation between liver 37 
EGFR expression and the level of hepatic steatosis.  GH/EGFR downregulation was also demonstrated 38 
in two steatosis mouse models, a genetic (ob/ob) and a methionine and choline deficient (MCD) diet 39 
mouse model, in correlation with liver regeneration defect. Ob/ob mice exhibited a more severe liver 40 
regeneration defect after partial hepatectomy (PH) than MCD diet fed mice, a difference that could be 41 
explained by a decrease in STAT3 phosphorylation 32h after PH.  42 
Having checked that GH deficiency accounted for the GH signaling pathway downregulation in the 43 
liver of ob/ob mice, we showed that GH administration in these mice led to a partial rescue in 44 
hepatocyte proliferation after partial hepatectomy associated with a concomitant restoration of liver 45 
EGFR expression and STAT3 activation. 46 
In conclusion, we propose that the GH/EGFR pathway downregulation is a general mechanism 47 
responsible for liver regeneration deficiency associated with steatosis, which could be partially 48 




In recent decades, the incidence of hepatic steatosis, characterized by hepatic triglyceride (TG) 52 
accumulation, has increased dramatically in developed countries, with the growing epidemic of 53 
obesity. Steatosis, a hallmark of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is often associated with 54 
obesity, insulin resistance and type II diabetes. This fatty infiltration predisposes the liver to the 55 
development of chronic inflammation and oxidative stress leading to non-alcoholic steatohepatitis 56 
(NASH), an increasingly major cause of liver dysfunction, progressing to cirrhosis and hepatocellular 57 
carcinoma in western countries 
1
. It is estimated that around 30% of patients scheduled for liver 58 
resection have steatosis and these patients show a higher incidence of complications and mortality 59 
after such resection 
2,3
. Although hepatocyte proliferation after liver resection has never been analyzed 60 
thoroughly in humans, two recent studies using computed tomography have suggested that obesity 
4
 or 61 
liver steatosis 
5
 was correlated with volumetric liver recovery defect. Hepatocyte proliferation defect 62 
post partial hepatectomy (PH) has been demonstrated in rodent steatosis models, induced either by 63 
genetic mutation; such as the leptin-deficient (ob/ob) 
6,7,8
, leptin resistant (db/db mice and Zucker rats) 64 
9,10
 and diabetic KK-Ay mice 
11
; or by diets such as high fat diet (HFD) 
12
, high fructose diet 
13
 or 65 
methionine and choline deficient (MCD) diet 
14
. Although these studies mostly confirm defective liver 66 
regeneration after PH, the mechanisms involved are far from clear. Understanding why the 67 
regeneration is impaired in fatty liver diseases is therefore of major clinical interest.  68 
Steatosis, along with insulin resistance, is correlated with a downregulation of the growth 69 
hormone (GH) pathway, GH serum concentration being low in NAFLD patients 
15,16
 as well as in 70 
obese patients 
17
. Inversely, NAFLD often accompanies adult GH deficiency 
18
. We have previously 71 
demonstrated, using GH receptor inactivated mice (GHRKO), that a drastic downregulation of liver 72 
EGFR expression is sufficient to explain the impaired hepatic regeneration induced by GH blockade 
19
. 73 
We now postulate that GH/EGFR pathway deficiency could represent a more generalized mechanism 74 
explaining liver regeneration deficiency beyond a certain level of steatosis. We addressed this question 75 
by analyzing liver regeneration in two commonly used mouse models of liver steatosis, the ob/ob mice, 76 
a genetic model associated with hyperphagia and obesity, with no steatohepatitis, and MCD diet, 77 
which induces steatosis, leading to steatohepatitis in association with weight loss. 78 
 4 
We demonstrate that liver EGFR expression is downregulated before and during regeneration 79 
in both models. Moreover, we observe an inverse correlation between EGFR expression and liver 80 
steatosis in human liver biopsies. Finally, we demonstrate that GH treatment can rescue hepatocyte 81 




Material and methods 85 
Animals 86 
Male C57BL/6 ob/ob and wild type mice, purchased from C. River Laboratories (L'Arbresle, France), 87 
were maintained in a dedicated pathogen-free facility under a 12h light/dark cycle with free access to 88 
food and water. A MCD diet (MP Biomedicals, Solon, OH) was given ad libitum to C57BL/6 male 89 
mice for 5 weeks from 8 weeks of age. GHRKO mice were obtained J. Kopchick (Athens, OH) 
20
 and 90 
kept under the same conditions. 91 
 92 
Surgical procedures and animal manipulation 93 
A 55% PH was performed following a modified protocol of 66% hepatectomy 
21
. Under isoflurane 94 
anesthesia, the left lateral lobe and the right portion of the median lobe were sequentially removed. 95 
Four to six 13 to 14 week old male mice were used in each group and at each time point. The animals 96 
were killed 8h, 24h, 32h, 44h, 56h or 68h after hepatectomy. All experiments were conducted in 97 
accordance with European and institutional guidelines for the care and use of laboratory animals and 98 
accepted under the reference number CEEA34.HG.110.12. The liver was harvested either into 99 
formalin for histological evaluation and proliferation studies, or snap frozen in liquid nitrogen for both 100 
mRNA and protein preparations. Bromodeoxyuridine (BrdU) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) was 101 
either injected intraperitoneally at 50 mg/kg, 2h before sacrifice in the kinetic study or provided in the 102 
drinking water at 2mg/mL from the moment of hepatectomy until the end of the experiment. 103 
For GH treatments, two initial intraperitoneal injections of 4μg/g body weight of recombinant human 104 
GH (Ipsen Pharma, Boulogne-Billancourt, France) were administered 9h and 1h before hepatectomy. 105 
Subsequent human GH injections were given every 8h at 3μg/g body weight until the end of the 106 




Human liver biopsies 109 
Frozen liver biopsy samples from obese patients, who underwent bariatric surgery, were provided by 110 
Jean Verdier liver disease Biobank (CRB Maladie du foie, Groupe Hospitalo-universitaire Paris Seine 111 
Saint-Denis GHPSSD). All patients gave their written informed consent prior to liver biopsy. The 112 
 6 
study was approved by the Ethic Committee (Comité de Protection des Personnes Ile de France X No. 113 
2010/02/02). Patients infected with hepatitis B or hepatitis C and/or patients presenting an alcoholic 114 
consumption (>30g/day for males; >20g/day for females) were excluded from the study. Steatosis was 115 
semi-quantitatively graded on hematoxylin and eosin stained paraffin sections according to the 116 
percentage of hepatocyte with steatosis (0:<5%; 1: [5-10%[; 2:[11-33%[; 3:[34-66%[; 4:[67-100%]). 117 
  118 
Histological analysis in mice 119 
Paraffin-embedded sections (3μm) were used for immunochemistry analysis. Immunostaining was 120 
performed using a biotinylated monoclonal primary anti-bromodeoxyuridine antibody (DAKO, 121 
Glostrup, Denmark), followed by a secondary anti-mouse antibody with an avidin–biotin complex 122 
(Vector, Burlingame, USA) and enhanced with the Vectastain Elite ABC kit (Vector, Burlingame, 123 
USA). Alternatively, a primary anti–phospho-histone H3 (Merck Millipore, Billerica, MA) was used 124 
followed by an anti-rabbit secondary HRP antibody (DAB Kit, Vector Laboratories). These sections 125 
were revealed by diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB Kit, Vector Laboratories) and 126 
haematoxylin. Approximately 5,000 to 8,000 hepatocytes were counted on 10 images per animal at 127 
200x magnification using ImageJ software. 128 
Phospho-histone H3 staining was used to detect the G2 and the M phase. The G2 cells could be 129 
distinguished by their typical patchy nuclei, in contrast to the recognizable staining for mitosis (M) 130 
figures. 131 
 132 
Reat-Time RT-PCR 133 
RNA was isolated and reverse transcripted following a protocol previously described 
19
. Real Time 134 
PCR was performed in duplicate using QuantiTech SYBR Green PCR kit (Qiagen, Mainz, Germany) 135 
on a Light Cycler (Roche, Mannheim, Germany). Pre-designed QuantiTect Primer Assays (Qiagen, 136 
Mainz, Germany) were used to amplify all genes using the standard QuantiTect protocol. Relative 137 
expression was calculated after normalizing to the expression of the housekeeping gene hypoxanthine 138 
phosphorybosyltransferase (HPRT). A wild-type (WT) quiescent control liver served as calibrator 139 
sample for the calculation of fold induction in gene expression. 140 
 7 
 141 
Western Blot 142 
Total protein extracts were obtained from snap-frozen tissue by homogenization in lysis buffer 
23
. 143 
Membranes were incubated overnight at 4°C with the following primary antibodies: Mouse anti-144 
Phospho-EGFR-1148, Phospho-Akt-ser473, Phospho-p44/42 MAPK, Phospho-STAT3, Phospho-145 
STAT5-A/B, EGFR, AKT, Erk1/2, STAT3, STAT5 were from Cell Signaling Technology (Beverly, 146 
MA), and Cyclin-A were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), and γ- tubulin-GTU-88 147 
was from Sigma (St Louis, MO). The signal was amplified either by an anti-mouse or anti-rabbit 148 
HRP-conjugated secondary antibody (GE Health- care, Buckinghamshire, UK). Proteins were 149 
revealed using the SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Pierce, Rockford, USA). 150 
Blots were scanned for densitometry analysis with ImageJ software. 151 
 152 
Triglyceride content in mice and human liver 153 
Liver triglyceride contents were measured with a colorimetric diagnostic kit (Diasys, Holzheim, 154 
Germany) following extraction of total liver lipids with chloroform/methanol (2:1, v/v) and their 155 
separation by thin-layer chromatography on silica-gels plates (Merck Millipore, Billerica, MA). 156 
 157 
Measurement of serum GH 158 
Serum GH concentration was determined using a Rat/Mouse GH sandwich Elisa quantification Kit 159 
(Merck Millipore, Billerica, MA). Each sample was measured in duplicate. 160 
 161 
Statistical analysis 162 
All statistical analyses were performed with Prism Software (GraphPad) using the non-parametric 163 
Mann-Whitney test. Correlations were assessed by linear regression. Data are presented as mean 164 






Hepatic GH pathway downregulation and liver regeneration deficiency in steatotic mouse liver 170 
Ob/ob mice have lower levels of circulating GH compared to lean mice 
24
, consistent with the 171 
GH deficiency observed in obese patients 
25,26
. To determine if it was also the case in MCD diet model, 172 
and to demonstrate that the hepatic downstream GH pathway was consequently inhibited, we 173 
measured serum GH and quantified the liver transcript levels of 3 major hepatic GH targets - insulin-174 
like growth factor 1 (IGF1), acid labile subunit (ALS) and suppressor of cytokine signaling 2 (SOCS2) 175 
- in ob/ob mice and in mice having received a MCD diet (Fig.1A,B,C). We showed serum GH 176 
decrease in MCD mice and observed a significant downregulation of all GH target transcripts in both 177 
models as it was previously described in the liver of mice with a GH deficient pathway 
19,27
. 178 
Due to the previously described high mortality rate of ob/ob mice following 70% PH 
8
, we 179 
performed a less extensive 55% resection in ob/ob mice and in MCD mice (see Materials and 180 
Methods). The proportion of S-phase hepatocytes at different time points after PH was measured by 181 
BrdU incorporation (Fig.2A,B,G). As observed for 2/3 PH, WT mice showed a synchronized S-phase 182 
entry after 55% resection, characterized by a peak of BrdU incorporation at around 44h. Compared to 183 
control mice, liver regeneration was delayed in both models and deeply impaired in ob/ob mice. The 184 
peak of proliferation was observed 56h after PH in both steatosis models. This maximal BrdU-positive 185 
hepatocyte percentage reached only 1/8 of the WT level in ob/ob mice. Analysis of cyclin A 186 
expression, a typical marker of S-phase, showed a drastic reduction in both models of steatosis at 44h, 187 
56h and 68h, confirming the BrdU incorporation results (Fig.2E,F). The mitotic index, assessed by 188 
pHH3 staining, was also significantly lower in steatosis compared with control mice as early as 44h 189 
after PH (Fig. 2G). From 44h to 56h, the frequency of hepatocytes in the G2/M phase of the cell cycle 190 
is already decreasing in WT regenerating livers while it continues to increase in ob/ob and MCD mice. 191 
At the peak, the percentage of G2/M figures remained very low in ob/ob mice (1/7 of the WT level), 192 
while the peak is delayed in MCD mice (Fig. 2C,D).  193 
Finally, the liver weight to body weight (LW/BW) ratio of MCD mice returned to the WT 194 
level 68h after PH. In contrast, the LW/BW of ob/ob mice remained significantly lower (Fig. 2H, I), 195 
comforting the observation that liver regeneration was impaired at a higher degree in ob/ob mice than 196 
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in MCD mice.  197 
These experiments show that the regenerative response to PH is impaired in ob/ob mice and 198 
significantly delayed in MCD mice, the progression from G1 to S-phase being hampered in both cases.  199 
 200 
Liver steatosis is correlated with hepatic EGFR expression deficiency in mice and human  201 
Progression through the G1 phase of the cell cycle, which occurs between 8h and 32h after PH, 202 
mainly involves two receptors, EGFR and c-Met. While there was no difference in c-Met liver mRNA 203 
expression between the experimental groups (data not shown), EGFR transcript (Fig. 3A,B) and 204 
protein (Fig. 3C-F) were barely detectable in the resting liver of both mouse models of steatosis. 205 
Interestingly, we found an inverse correlation between EGFR liver expression and triglyceride (TG) 206 
content in both mouse models (Fig. 3G).  207 
We then investigated whether such an inverse correlation could be observed in patients with 208 
steatosis. Thirty-two obese subjects (7 males/25 females; BMI> 30kg/m
2
), ranging from 25- to 58-209 
year-old were enrolled in this study. For each patient, we quantified hepatic EGFR expression from 210 
western blot analysis and we evaluated the degree of liver steatosis both histologically and by 211 
measuring the TG content. As expected, hepatic steatosis was not correlated to the level of obesity 212 




) between the liver TG 213 
content and the magnitude of EGFR protein expression (Fig. 4). 214 
Finally, we wondered whether this drastic downregulation persisted during regeneration in 215 
both mouse models, specifically during the first 32h after PH. Neither EGFR induction of expression 216 
nor activation (phosphorylation) was observed in ob/ob or MCD mice at any time point (Fig. 3E,F). 217 
We previously found a sustained transcription of EGFR ligands during liver regeneration in GHrKO 218 
mice 
19
. We therefore analyzed the transcription of two ligands, amphiregulin and HB-EGF, 24h to 219 
32h post PH in ob/ob and MCD livers. Their up regulation during the regeneration process, as in 220 
GHRKO mice, confirmed the deregulation of the EGFR pathway in both models of hepatic steatosis 221 
(Supp Fig. 1). 222 
We analyzed three major signaling pathways downstream of EGFR, Erk1/2, Pi3K/Akt and 223 
STAT3. For Erk1/2 expression, or phosphorylation, we observed no difference between ob/ob or 224 
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MCD mice and WT mice (Supp Fig. 2A,B,C). Enhanced Akt activation was observed both in ob/ob 225 
and MCD livers, present before PH and throughout the time points (Supp Fig. 2A,B,C). Since Akt 226 
activation has been required for hepatocyte proliferation or for hepatocyte cell size during liver 227 
regeneration 
28,29
, this cannot account for the regenerative deficiency. Moreover, as previously 228 
described 
7
, we observed a higher level of STAT3 phosphorylation (p-STAT3) in ob/ob mice 229 
compared to WT, from 0 to 24 h after PH (Supp Fig. 2A,C). This upregulation was also present in 230 
MCD mice (Supp Fig. 2B,C). As it has been recently shown that increased Socs3 expression, under 231 
the control of STAT3 activation, is responsible for impaired liver regeneration 
30,31
, we measured 232 
Socs3 mRNA expression and observed no upregulation, either in ob/ob or MCD liver (Supp Fig. 2D). 233 
This suggests that this increased STAT3 phosphorylation during the first 24h post-PH cannot account 234 
for the hepatocyte DNA synthesis defect. Conversely, while WT mice showed sustained p-STAT3 32h 235 
after PH, this activation was not observed in ob/ob mice independently of the STAT3 expression, 236 
which remained stable. Therefore, this deficiency in STAT3 activation could be involved in the 237 
regeneration impairment in this model.  238 
Our results show that the downregulation of the GH/EGFR pathway is a general observation 239 
in steatotic liver. Although, the intracellular targets remain to be clearly identified, we suggest that this 240 
pathway defect participates in the blockade of hepatocytes to enter the G1/S transition phase.  241 
 242 
Human GH treatment of ob/ob mice increases regenerating hepatocyte proliferation  243 
We then wondered whether human GH would rescue the regeneration defect phenotype and 244 
restore hepatocyte proliferation in ob/ob mice. We first demonstrated that GH signaling is not 245 
desensitized in this model, in showing a restoration of STAT5 activation, the main effector of GH 246 
signaling pathway, after GH administration. In contrast to WT mice, STAT5 activation is barely 247 
detectable in the quiescent liver of ob/ob mice, corroborating the downregulation of the GH pathway 248 
in this model. Our GH administration protocol was sufficient to restore the total activation of STAT5 249 
(p-STAT5) in the liver of ob/ob GH-treated mice (Fig. 5A). Human GH is known to also activate the 250 
murine prolactin receptor (PRLr). However, recent data demonstrate that PRLr deficient mice do not 251 
show liver regeneration impairment 
32
. Nevertheless, to be sure that human GH did not restore STAT5 252 
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activation independently of GHR pathway, notably by PRL compensatory pathway, we injected 253 
human GH in GHRKO mice. We observed barely detectable induction of STAT5 in GHrKO mice 254 
injected with human GH, compared to WT and ob/ob mice using the same GH administration protocol 255 
(Fig. 5A). This result shows that delivery of human GH activates STAT5 pathway in the mouse liver 256 
mainly through the GHr. This result was coherent with previous published data 
33
. 257 
We then compared hepatocyte proliferation in ob/ob mice that had been injected with human 258 
GH just before and during the regenerative process with non-treated ob/ob mice (Fig. 5B). GH being 259 
involved in lipid processes in the liver, we first confirmed that human GH administration, during a 260 
short period of time, did not modify the level of liver steatosis, assessed by the measurement of the 261 
liver TG content before and at the end of the liver regeneration process (Fig. 5C). 262 
Using BrdU in drinking water from the time of PH up to the end of the experiment, 68h after 263 
PH, we then found that cumulative hepatocyte DNA synthesis was significantly increased (6-fold) in 264 
GH-treated ob/ob mice compared to non-treated mice (Fig. 5D,E). It corresponds to about 1/3 that of 265 
lean mice. Moreover, the LW/BW ratio of GH-treated ob/ob mice returned to normal levels 68h after 266 
PH indicating an efficient regeneration in ob/ob mice injected with GH (Fig. 5F). 267 
The partially rescued hepatocyte proliferation correlates with a restoration of liver EGFR 268 
expression both at the time of PH and at the end of the G1 phase (32H post PH) at transcriptional and 269 
protein levels (Fig. 5G,H, Suppl Fig. 3). Interestingly, the rescue of EGFR expression was combined 270 
with EGFR activation notably detected 32h post PH (Suppl Fig 3). 271 
We then wondered if GH injections in ob/ob mice would also rescue STAT3 phosphorylation 272 
at the same timing. Indeed, concomitantly to EGFR re-induction 32h after PH, we observed a rescue 273 
of STAT3 phosphorylation, in GH-treated ob/ob mice compared to non-treated mice (Suppl Fig. 3). 274 
Since STAT3 is one of the main targets downstream of EGFR, this result could indicate that GH 275 





While numerous experimental studies have found that liver regeneration is impaired in steatotic livers, 280 
diverging hypotheses have been proposed to explain this phenomenon. In the present paper, we 281 
propose that a GH/EGFR pathway deregulation is a mechanism that could account for this liver 282 
regeneration deficiency. We first observed that transcriptional targets downstream of the GH pathway 283 
are severely downregulated in two models of liver steatosis, leptin-deficient ob/ob, and methionine-284 
choline deficient diet (MCD) mice. These two models differ mainly in two aspects, the presence 285 
(ob/ob) or absence (MCD) of obesity and the presence (MCD) or absence (ob/ob) of steatohepatitis. 286 
We show here a drastic reduction of liver EGFR expression in both models, as it was previously 287 
observed in GHR- and in STAT5-inactivated mice 
19,34
. Most importantly, we found that EGFR 288 
expression is affected according to the level of steatosis not only in mice models, but also in steatotic 289 
human liver as well. To our knowledge, it is the first time that EGFR expression is demonstrated to be 290 
inversely correlated to the triglycerides content in human liver samples. It is tempting to speculate that 291 
this EGFR downregulation is the consequence of the reduced GH signaling pathway activation.  292 
In contrast, liver regeneration has been shown to occur normally in some mild hepatic 293 
steatosis models, such as choline deficient or orotic–acid fed rats 
35
, leading some investigators to 294 
speculate that the degree of steatosis is important in determining the effect on liver regeneration 
36,14
. 295 
This could also explain why the liver regeneration deficiency varies in MCD-fed mice, a phenotype 296 
depending on the magnitude of steatosis 
37
, and in HFD-induced steatosis 
12,38
. In our hands, the delay 297 
in liver regeneration observed in MCD mice was associated with EGFR deficiency.  298 
Failure of fatty ob/ob hepatocytes to enter S-phase after PH has already been reported 
6,7,8
. We 299 
focused our study on this step of the liver regeneration process that occurs in the first 32h after 300 
hepatectomy, in two models of steatosis, ob/ob and MCD mice. The present study shows that EGFR is 301 
neither re-induced nor activated during this critical period of liver regeneration in any of the models. 302 
We feel this new insight can reconcile previously conflicting results on liver regeneration in various 303 
models of steatosis. 304 
All data converge to indicate that EGFR is a critical regulator for the S-phase entry of 305 
hepatocytes in the first steps of the liver regeneration process after PH 
39,40,41
. However, the signaling 306 
pathways involved downstream of EGFR are still not entirely elucidated. Neither AKT nor STAT3 307 
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upregulation during the first 24h post-PH can explain the liver regeneration defect and STAT3 308 
phosphorylation was not followed by an increase of SOCS3 expression. In contrast, impaired 309 
regenerating rat liver with EGFR expression silenced by specific short hairpin siRNAs shows a 310 
STAT3 transcriptional downregulation 24h after PH 
42
. A STAT3 phosphorylation defect was 311 
observed 32h after PH in ob/ob mice that could therefore participate to the regeneration impairment in 312 
an EGFR dependent manner. This hypothesis is reinforced by the recovery of both EGFR expression 313 
and STAT3 activation at 32h post-PH in mice treated with human GH. It would be interesting to 314 
determine whether the inflammatory pathways known to be upregulated in MCD livers 
43
 maintain 315 
STAT3 phosphorylation at this time of liver regeneration , thus leading to a less marked regeneration 316 
defect. 317 
 Having demonstrated that GH signaling can be activated in the liver of ob/ob mice, we 318 
showed that GH delivery allows hepatocytes to overpass the G1 check-point blockade and thus 319 
significantly increases hepatocyte proliferation after PH in ob/ob mice. This increase is associated 320 
with the expression and activation of EGFR, confirming our hypothesis that the GH/EGFR axis plays 321 
a major role in the regeneration deficiency observed in liver steatosis.  322 
Our study has therefore identified EGFR as a major altered pathway involved in the reduced 323 
hepatocyte BrdU incorporation in ob/ob and MCD hepatocytes after PH. We and others have already 324 
reported a crosstalk between GH and EGFR pathway 
44,45,19
. Mice deleted for STAT5 in the liver 325 
display a reduced EGFR expression level 
34
. Interestingly, phosphorylated STAT5 expression, which 326 
was downregulated in the liver of ob/ob mice, was restored after GH injection, supporting the 327 
hypothesis that STAT5, as the main effector of GH, controls EGFR mRNA expression in the liver. 328 
In summary, we propose that, beyond a certain threshold of steatosis, GH/EGFR pathway 329 
downregulation is a common mechanism involved in the regeneration deficiency of steatotic liver, a 330 
hypothesis strengthened by the negative correlation in human liver samples between EGFR expression 331 
level and TG content. Deficiencies in hepatocyte G1/S progression and EGFR downregulation are 332 
restored by GH administration. STAT5 induction after GH administration shows that fatty hepatocytes 333 
are not resistant to GH and that GH injections have beneficial effects on hepatocyte proliferation, 334 
independently of TG accumulation. GH therapy is currently being investigated for a variety of clinical 335 
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indications that are not limited to dwarfism, including visceral adiposity 
46
 or HIV-induced 336 
lipodystrophy 
47
. However, chronic GH administration can lead to various negative side effects. Our 337 
data suggest that a short period of GH administration could have a therapeutic interest for liver 338 
regeneration, when large resections of fatty liver are required. 339 
 340 
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Figure Legends 
Figure 1. Downregulation of GH pathway in ob/ob and MCD mice  
Serum GH Concentration in ng/ml (A) and relative hepatic mRNA expression of liver representative 
GH target-genes: IGF-1, ALS and SOCS 2 compared to controls and assessed by means of qRT-PCR 
(n>6/genotype) in ob/ob (B) and MCD (C) mice. All assays were performed in duplicate. *p<0.05. 
 
Figure 2. Kinetics of hepatocyte proliferation after PH in WT, ob/ob and MCD mice 
A, B. Quantification of the percentage of labeled hepatocytes 2h after BrdU injection at different 
time points after PH (n>4/genotype and time point). 
C, D. Proportion of hepatocytes undergoing G2/mitosis at different time points after PH 
quantified on PHH3 immuno-stained sections. 1 corresponds to the maximal level observed in WT 
animals 44h after PH (n>4/genotype and time point). 
E, F. Western blot analysis of Cyclin A at different time points after PH. γ-tubulin was used as a 
loading control.  
G. Representative liver sections showing immunohistochemical detection of BrdU and PHH3 in 
WT, ob/ob and MCD mice 44h after PH. Original magnification x200.  
H, I. Normalized liver weight (LW) to body weight (BW) ratio at 0h and 68h post PH in ob/ob 
and MCD mice compared to WT mice. LW/BW radio was normalized so that 1 corresponds to the 
mean LW/BW ratio before operation for each group. *p<0.05. 
 
Figure 3. Expression of EGFR in regenerating steatotic livers 
A, B. Quantification of liver EGFR mRNA expression measured by qRT-PCR in quiescent ob/ob 
(A) and MCD (B) livers compared to WT. *p<0.05. 
C, D. Western blot analysis quantification of total EGFR in the quiescent liver of two 
representative ob/ob (C) and MCD (D) mice compared to controls livers. γ-tubulin was used as a 
loading control.  
E, F. Western blot analysis of total EGFR and phospho (p1148)-EGFR at indicated time points 
after PH in ob/ob (E) and MCD (F) mice compared to WT. γ-tubulin was used as a loading control. 
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G. EGFR expression analyzed by western blot in WT, ob/ob and MCD livers with TG content 
indicated above. *p<0.05. 
 
 
Figure 4. Relationship between EGFR expression and steatosis in human liver samples 
A. EGFR protein expression was correlated with the total liver TG content in obese patients liver 
samples. 
B. EGFR expression analyzed by western blot in representative human liver samples with TG 
content indicated above. γ-tubulin was used as a loading control.  
 
 
Figure 5. GH treatment rescues hepatocyte proliferation in ob/ob mice 
A. Western blot analysis for p-STAT5/total STAT5 ratio in WT, WT +GH, ob/ob, ob/ob +GH, 
GHRKO and GHRKO +GH mice 30 minutes after GH injection.  
B. Schematic illutration of the experimental design. GH-treated ob/ob mice were injected twice before 
PH and then every 8h until sacrifice. All mice had access to drinking water containing BrdU from the 
time of PH until the end of the experiment. 
C. Liver TG content at indicated times after PH in GH-treated and non-GH-treated ob/ob 
D, E. BrdU immunohistochemistry and quantification of the percentage of labeled hepatocytes 68h 
after PH, BrdU being administered in drinking water from the time of PH until the end of the 
experiment (n=5/genotype and time point). 
F. Normalized liver weight (LW) to body weight (BW) ratio at 68h post PH in ob/ob and ob/ob +GH 
mice. LW/BW radio was normalized so that 1 corresponds to the mean LW/BW ratio before operation 
for each group. *p<0.05. 
G. Expression of EGFR assessed by qRT-PCR in the liver of GH-treated ob/ob compared to WT at the 
time of PH. *p<0.05 
H. Western blot analysis of total liver EGFR at the time of PH in WT mice, non-GH-treated and GH-




Supporting figure 1. Expression of growth factors during liver regeneration, Amphiregulin 
(AREG) and HB-EGF mRNA relative levels measured by qRT-PCR before (0) and at indicated time 
points after PH in A, ob/ob and B MCD, compared to WT mice. *p<0.05. 
 
Supporting figure 2. Downstream EGFR pathways during G1/S transition phase of liver 
regeneration 
A. B. Representative Western blot analysis of phosphorylated (p) and total STAT3, Akt and Erk1/2 
expression in ob/ob (A), and MCD (B) livers at different time points after PH compared to WT mice. 
γ-tubulin was used as a loading control.  
C. Quantification of western blot analysis for p-STAT3/total STAT, p-AKT/total AKT, p-Erk1/total 
Erk1 and p-Erk2/total Erk2 ratio in WT, ob/ob MCD mice. *p<0.05 
D. Relative hepatic mRNA expression of SOCS3 in ob/ob mice compared to controls and assessed by 
means of qRT-PCR (n>4/genotype). All assays were performed in duplicate. *p<0.05. 
 
 
Supporting figure 3. Western Blot analysis of EGFR pathway in GH-treated mice 
Representative Western blot analysis and its quantification of phosphorylated (p) and total EGFR, 
phosphorylated (p) and total STAT3, in WT, ob/ob and ob/ob +GH mice at 32h after PH. γ-tubulin 
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En analysant les transcrits cibles de l’hormone de croissance dans le foie
sur nos deux modèles de souris, nous avons conﬁrmé la corrélation existant
entre obésité, stéatose et hormone de croissance. Nous avons connecté cette
diminution de la voie de l’hormone de croissance à une baisse d’expression de
l’EGFR en transcrit et en protéine sur ces mêmes modèles. Par ailleurs, pour
la première fois, nous montrons une corrélation entre le niveau de stéatose
hépatique et la diminution de l’expression de l’EGFR sur des biopsies de pa-
tients obèses, suggérant que ce défaut est également retrouvé chez l’homme de
façon quantitative. Après hépatectomie partielle, les souris ob/ob montrent
une inhibition drastique de l’entrée en phase S des hépatocytes qui n’est pas
restaurée au cours du temps. En revanche, les souris MCD présentent un
défaut de régénération qui se manifeste par un retard de 12h d’entrée en
phase S. Ces résultats sont liés à une inhibition quasi totale de l’expression
de la protéine EGFR dans les heures suivant l’hépatectomie partielle. L’ana-
lyse des voies en aval de l’EGFR n’a pas permis de mettre en évidence une
modiﬁcation drastique d’une des voies majeures de signalisation de l’EGFR.
Les protéines AKT et STAT3 sont hyperinduites sur nos deux modèles, en
comparaison avec les animaux non stéatosiques, dans les premières heures
suivant l’hépatectomie. Cependant, cette induction ne permet pas d’expli-
quer le défaut de régénération observé. D’autre part, Erk1/2 ne présente pas
de dérégulation au cours de la cinétique de régénération, contrairement à ce
que nous avions observé dans le modèle GHrKO. A 32h, on a cependant ob-
servé une absence de la phosphorylation de STAT3 chez les souris ob/ob, ce
qui pourrait avoir un rôle dans le défaut de régénération observé. Par ailleurs,
l’injection répétée d’hormone de croissance sur les souris ob/ob a permis de
restaurer le niveau protéique d’EGFR et d’activation de STAT3 à 32h ainsi
que de partiellement corriger la prolifération hépatocytaire post hépatecto-
mie comparée aux souris non injectées. Ce dernier résultat ouvre la porte à
des perspectives thérapeutiques potentielles sur l’Homme.
146 CHAPITRE 7. RÉGÉNÉRATION ET STÉATOSE HÉPATIQUE
7.5 Résultats supplémentaires
7.5.1 La diminution de l’EGFR associée à la stéatose
hépatique : un mécanisme général inhibant la pro-
lifération hépatique ?
L’expression de l’EGFR sur des modèles HFD
Au début de notre projet, nous avions initialement ciblé davantage de
modèles murins de stéatose hépatique. En eﬀet, en plus des modèles ob/ob
et MCD, nous souhaitions également faire cette étude sur des modèles de
régimes gras (HFD pour High Fat Diet). Ce type de modèle présente l’avan-
tage de se rapprocher de nos régimes occidentaux dits « régimes Fast Food
». Cependant, il n’existe pas un mais de nombreux modèles de régimes HFD.
En eﬀet, le pourcentage ainsi que la composition des protéines, glucides et
lipides varient énormément d’un régime à l’autre. Puisque le fructose (en pro-
venance du sucrose) a été décrit comme un élément majeur dans l’initiation
de la stéatose hépatique [94], nous avons opté pour deux régimes diﬀérents
variant essentiellement dans leur composition en glucides. Le premier dit «
HFD1 » (88137, Harlan Teklad Premier Laboratory Diets, Madison, WI)
présentait 43% kcal de glucide et en particulier, 34% de sucrose au poids. Le
deuxième (D12451, Research Diets, New Brunswick, NJ) proposait 35% kcal
de glucide, dont 20% de sucrose au poids. Des souris sauvages ont donc été
placées sous ces deux régimes pendant 12 à 16 semaines dans le but de valider
la diminution d’expression de l’axe GH/EGFR sur un plus grand nombre de
modèles murins.
Comme nous pouvons le voir sur la ﬁgure 7.1B, C, nous avons observé
que la baisse de l’expression protéique de l’EGFR dépendait du type ou de la
durée du régime. Néanmoins, au sein d’un même modèle de régime gras, nous
avons observé que les animaux répondaient diﬀéremment au régime, ce qui
provoquait des diﬀérences phénotypiques en terme de contenu en triglycérides
hépatiques au sein d’un même groupe. Nous avons obtenu de meilleurs résul-
tats, quoi que diﬃcilement exploitables, avec le régime HFD1, qui présentait
également une diminution manifeste de l’expression des cibles de l’hormone
de croissance (Figure 7.1A). D’autre part, les niveaux de triglycérides de ces
animaux, quel que soit le régime utilisé, restaient bien inférieurs à ceux des
modèles ob/ob et MCD. Ces données soulignent l’existence éventuelle d’un
seuil de stéatose en deçà duquel l’expression d’EGFR ne semble pas altérée.
A la vue de ces résultats préliminaires, l’utilisation de régimes gras (HFD)
sur des périodes plus longues ou de compositions diﬀérentes aurait éventuel-
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lement conduit à un phénotype de stéatose et de diminution d’EGFR plus
marqués.
Figure 7.1 – Analyse de l’expression d’EGFR sur deux modèles de régime gras. A)
Expression relative des transcrits ARN des cibles de l’hormone de croissance IGF-1,
ALS et SOCS2 sur un régime gras (HFD1) par qRT-PCR (n>3/genotype). Chaque
point a été réalisé en duplicat. B), C). Western blot de l’expression d’EGFR sur
des modèles de régimes gras (HFD1 et 2). La γ-tubuline sert de témoin de charge.
L’inhibition de l’EGFR empêche la régénération hépatique induite
par injection de CCL4
Nous nous sommes demandés si l’implication de l’EGFR dans le défaut
de régénération hépatique pouvait être dépendant du modèle de régénération
étudié. En eﬀet, les études sur les défauts de régénération hépatique en cas
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de stéatose utilisent pour la plupart le modèle de l’hépatectomie partielle.
Cependant, d’autres utilisent des modèles de régénération par injection de
toxine. Ainsi, il a été montré que les souris ob/ob ne régénèrent ni après
hépatectomie partielle, ni après injection de CCL4. Cependant, dans un cas
l’administration de leptine corrige le défaut de régénération [177] et pas dans
l’autre [181]. Pour autant, on connaît très peu de choses des mécanismes
contrôlant la régénération après CCL4. De plus, de précédents travaux au
laboratoire montrait une activation de l’EGFR au cours de la régénération
hépatique induite après injection de CCL4. Ainsi, pour savoir si l’EGFR était
impliqué dans la régénération hépatique induite par un toxique, nous avons
étudié l’expression d’EGFR après administration de CCL4 en présence ou en
absence d’un inhibiteur d’EGFR.
Bien que la prolifération induite par CCL4 soit moins synchrone que celle
induite par hépatectomie partielle, nous avions préalablement établi que le pic
de régénération chez les animaux sauvages se trouvait à 48h après injection de
CCL4. Pour cette raison, nous avons choisi d’étudier ce timing en particulier
pour cette expérience. Nous avons donc injecté en intra-péritonéal 3,5mL/kg
de CCL4 dilué dans un volume 1 :10 d’huile minérale, à des souris sauvages.
Deux jours avant l’injection de CCL4 et jusqu’au moment du sacriﬁce (à
48h post-injection), nous avons injecté les souris toutes les 12h, soit avec
l’Erlotinib (ChemieTek, Indianapolis, IN), un inhibiteur de l’EGFR solubilisé
à 10mg/mL dans une solution aqueuse à 6%w/v de Captisol, soit avec son
transporteur le Captisol.
Le résultat de cette expérience montre une diminution de plus d’un facteur
10 de la prolifération hépatocytaire 48h post injection chez les souris inhibées
pour l’EGFR par rapport aux contrôles (Figure 7.2). Ces données montrent le
rôle prépondérant de l’EGFR sur le contrôle de la prolifération après injection
de CCL4. Il aurait été intéressant d’étudier d’autres temps de la cinétique aﬁn
d’observer si nous reproduisions une inhibition majeure de la prolifération ou
juste un retard de l’entrée en cycle des hépatocytes injectées avec l’Erlotinib.
Cependant, par association, nous pouvons penser que l’absence d’EGFR chez
les souris ob/ob participe également au défaut de régénération observé après
injection de CCL4. Ce résultat souligne le rôle essentiel de ce récepteur dans le
contrôle de la prolifération hépatocytaire de façon générale et pas uniquement
après hépatectomie partielle.
Ces deux séries d’expériences nous ont permis de souligner deux points
importants de ce projet. Premièrement, les résultats sur les modèles HFD
tendent à montrer une diminution du signal EGFR sur d’autres modèles que
ob/ob et MCD. Deuxièmement, la régénération hépatique après CCL4 semble
aussi contrôlée par ce récepteur. Ainsi, même si d’autres expériences sont né-
cessaires pour valider ces résultats, nous pouvons suggérer que la diminution
7.5. RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES 149
Figure 7.2 – La prolifération hépatocytaire mesurée par BrdU 48h après injection
de CCL4. Immunohistochimie et quantiﬁcation de la prolifération hépatocytaire
mesurée 2h après injection de BrdU chez les animaux inectés en CCL4 48h avant,
en présence d’un inhibiteur d’EGFR (Erlotinib) ou non (Captisol) (n≥4/génotype).
de l’EGFR associée à la stéatose hépatique est un mécanisme général inhi-
bant la prolifération hépatique dans plusieurs modèles de régénération du
foie.
7.5.2 Aller plus loin dans le sauvetage phénotypique en
validant le rôle de l’EGFR
Plusieurs expériences de sauvetages phénotypiques nous auraient permis
de valider de façon plus déﬁnitive le rôle de l’EGFR. En eﬀet, nous souhai-
tions initialement injecter de l’Erlotinib sur nos souris également injectées
avec de l’hormone de croissance, aﬁn de nous assurer que le sauvetage phé-
notypique ne fonctionnait pas dans ces conditions. Ceci nous aurait permis
de valider l’importance de l’axe hormone de croissance/EGFR dans le sauve-
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tage phénotypique que nous observons. Cependant, les premières expériences
que nous avons menées sur des souris contrôles injectées à l’Erlotinib et hé-
patectomisées se sont révélées létales. Cette mortalité, non observée chez nos
souris injectées en CCL4, s’explique éventuellement par la plus grande im-
portance de la signalisation EGFR post hépatectomie par rapport au CCL4.
En eﬀet, l’Erlotinib inhibe peut être l’activation d’EGFR dans un autre type
cellulaire primordial pour la survie après hépatectomie partielle, mais pas
après injection de CCL4. Une autre explication consiste à penser que le mo-
dèle d’hépatectomie est plus drastique que le modèle de CCL4. En eﬀet, il
s’agit d’une procédure délicate qui mène à un taux de mortalité sur les souris
sauvages sensiblement plus élevé qu’après l’injection de CCL4. L’hépatecto-
mie partielle est en conséquence davantage susceptible de mener à une létalité
post opération, en particulier si un autre facteur y est ajouté. L’utilisation de
doses moins fortes de cet inhibiteur permettrait éventuellement d’outrepas-
ser la létalité observée, bien que ceci puisse induire une inhibition seulement
partielle du signal EGFR.
En parallèle de cette expérience, nous souhaitions restaurer des cibles
plus en aval de l’hormone de croissance, notamment STAT5 mais surtout
l’EGFR directement, dans le but d’observer une augmentation de la prolifé-
ration hépatocytaire. Pour ce faire, nous avons opté pour une approche de
sauvetage phénotypique par vecteur adénoviral. Ces derniers ont une eﬃca-
cité d’infection des cellules non-mitotiques bien supérieure à celle des vecteurs
lentiviraux et tout particulièrement les hépatocytes (jusqu’à 80 à 90% d’eﬃ-
cacité) lorsqu’ils sont injectés en intraveineux chez la souris, mais présentent
le défaut de provoquer une forte réaction inﬂammatoire. Néanmoins, les hépa-
tocytes ne cyclant qu’une à deux fois après l’hépatectomie, nous n’avions pas
à choisir un vecteur intégratif comme les vecteurs lentiviraux pour lesquels
il est nécessaire d’obtenir de très hauts titres, aﬁn d’obtenir une transduc-
tion hépatocytaire partielle. L’alternative aurait été l’utilisation de vecteurs
de Virus Adéno-Associé (AAV pour Adeno-Associated Virus), qui selon les
sérotypes sont capables de transduire eﬃcacement les hépatocytes in vivo.
Cependant nous n’avons pu faire ce choix car la taille de l’ADNc de l’EGFR
(supérieur à 3kb) dépassait les capacités d’insertion de fragment ADN dans
ce type de vecteur. Pour ces diﬀérentes raisons, nous avons construit un
vecteur adénoviral exprimant l’EGFR, avons obtenu un vecteur adénoviral
exprimant une forme transdominante positive de STAT5b inductible par un
AdrTTA (reverse tetracycline-transactivator), ainsi que leurs contrôles res-
pectifs AdGFP, et AdGFP inductible par un AdrTTA. Nous avons en eﬀet
souhaité tester l’eﬀet de la restauration de STAT5 dans le foie des souris
ob/ob sur la prolifération hépatocytaire après hépatectomie partielle car nous
pensons que STAT5 est un acteur en aval de l’hormone de croissance respon-
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sable de l’induction d’EGFR. Le protocole de construction et d’ampliﬁcation
des diﬀérents vecteurs adénoviraux est développé en annexe.
Nous avons dans un premier temps vériﬁé que le vecteur adénoviral pour
EGFR induisait l’activation d’EGFR sur des hépatocytes in vitro (Figure 7.3A).
Le pic de réaction immunitaire est décrit entre 24 et 72h après injection
d’adénovirus. Nous avons donc testé plusieurs temps de sacriﬁce après l’in-
jection d’adénovirus in vivo chez la souris ob/ob pour garantir un taux de
transduction supérieur à 65% (Figure 7.3B) avec un minimum de réponse in-
ﬂammatoire. Ceci nous a amené à pratiquer nos hépatectomies six jours après
l’injection. Au moment de l’opération et jusqu’au sacriﬁce à 68h après hépa-
tectomie, nous avons placé du BrdU dans l’eau de boisson des souris pour
voir l’eﬀet de ce sauvetage phénotypique de façon cumulative (Figure 7.3C).
Figure 7.3 – Optimisation du protocole de sauvetage phénotypique par injection
d’un vecteur adénoviral. (A) Western blot de l’expression et de l’activation d’EGFR
par l’AdV-EGFR sur des hépatocytees in vitro. La γ–tubuline sert de témoin de
charge. (B) Transduction 6 jours après injection d’AdV-GFP (79,7%) et d’AdV-
EGFR (67,9%) (C) Protocole de sauvetage phénotypique par injection de vecteurs
adénoviraux
En réalisant ces expériences, nous avons observé une mortalité majorée
en injectant notre vecteur adénoviral AdV-EGFR après hépatectomie par-
tielle (12/14 soit >85% de mortalité), contrairement à l’injection du vecteur
AdV-GFP, ne nous permettant pas de mener cette étude à terme. Nous ex-
pliquons cette mortalité par une diﬀérence de toxicité des productions vi-
rales entrainant potentiellement une réaction immunitaire trop importante
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avec l’AdV-EGFR chez des animaux connus pour être très sensibles à l’hé-
patectomie. Nous ne pouvons pas non plus exclure totalement l’hypothèse
peu vraisemblable selon laquelle la surexpression massive d’EGFR soit létale
chez ces animaux dans le contexte inﬂammatoire d’un adénovirus. Pour tester
cette hypothèse nous pourrions utiliser une plus faible quantité d’adénovirus
ou produire un nouveau stock contenant une proportion plus faible de par-
ticules non infectieuses. Par ailleurs, parmi les deux souris ob/ob ayant été
injectées avec l’AdV-EGFR et ayant survécu, nous n’avons pas observé de
restauration de la prolifération hépatocytaire post hépatectomie. Ces souris
étaient très faibles et peu actives et il est possible qu’elles aient été vouées à
mourir quelques heures plus tard. Néanmoins, bien que leur nombre soit trop
faible pour conclure, ces résultats peuvent encore une fois s’expliquer par
une réaction inﬂammatoire trop forte, venant s’ajouter à l’inﬂammation hé-
patique déjà présente chez les ob/ob, ce qui pourrait bloquer la prolifération
hépatocytaire post hépatectomie.
Nous avons tenté de nous aﬀranchir de ce problème de mortalité en adap-
tant notre protocole avec des hépatectomies moins drastiques d’un tiers seule-
ment. Dans ce cas, nous n’avons pas observé de mortalité après hépatectomie
partielle suite à l’injection adénovirale. Néanmoins, nous n’avons pas pour
autant observé de restauration de la prolifération hépatocytaire chez les ani-
maux injectés par l’AdEGFR comparés aux contrôles. Les deux séries d’ani-
maux présentaient une prolifération à un niveau semblable peu élevé. L’hépa-
tectomie d’1/3 n’induit qu’une faible prolifération hépatocytaire caractérisée
(quelques pourcents seulement) par une absence de pic d’incorporation de
BrdU post hépatectomie, reﬂétant ainsi une prolifération non synchronisée
des hépatocytes dans laquelle EGFR joue un rôle prépondérant. D’autre part,
il a été montré que cette prolifération a lieu en absence d’activation de la voie
EGFR par certains de ces ligands comme l’HB-EGF, pourtant indispensable
à la régénération du foie après hépatectomie des 2/3 [220]. Il est donc possible
que l’absence de restauration de la prolifération par surexpression d’EGFR
chez la souris ob/ob soit expliquée par ce mécanisme.
Quant à l’injection de l’AdV-STAT5 et AdV-rTTA sur souris ob/ob, nous
avons rencontré un autre problème qui n’a pas permis la réalisation de ce
sauvetage phénotypique. L’injection du contrôle par combinaison de l’AdV-
GFP et du AdV-rTTA induit une réexpression de l’EGFR post hépatectomie
chez les souris ob/ob. De façon intéressante, on note une corrélation entre le
niveau de prolifération sur nos souris ob/ob injectées avec les adénos AdV-
GFP+AdVrTTA et la réexpression de l’EGFR. Les souris ne proliférant pas
ou très peu ne montrent pas d’expression de la protéine EGFR, tandis que
les souris proliférant davantage révèlent une expression ainsi qu’une phospho-
rylation plus accrue d’EGFR (Figure 7.4) en corrélation avec la diminution
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de la stéatose hépatique. Ces résultats suggèrent en premier lieu l’existence
d’un eﬀet graduel, ou éventuellement seuil de l’EGFR sur la prolifération hé-
patocytaire post hépatectomie. On peut également émettre l’hypothèse que
l’AdrTTA est impliqué dans le phénotype de diminution de la stéatose hé-
patique. En eﬀet, une étude a déjà montré un lien entre expression de rTTA
et stéatose hépatique, bien que celle-ci soit en corrélation inverse avec notre
étude [333]. Dans cette dernière étude, les auteurs utilisaient une lignée trans-
génique exprimant rTTA dans le tissu adipeux et observaient une stéatose
hépatique. Pour expliquer ces résultats, on peut supposer que l’expression
de rTTA dans le tissu adipeux induit la lipolyse des acides gras présents,
provoquant un arrivage massif de ceux-ci dans le foie pour y être stockés. De
même, dans notre cas, l’AdrTTA exprimé massivement dans le foie pourrait
également déclencher des signaux de lipolyse hépatique, diminuant ainsi le
proﬁl stéatosique de nos animaux. Pour répondre à ces questions, il serait in-
téressant d’injecter l’AdrTTA seul aﬁn de montrer si nous observons le même
phénotype sur nos animaux ob/ob.
Figure 7.4 – Réexpression de l’EGFR et de la prolifération par injection
d’AdGFP+AdrTTA. Western blot pour EGFR sur des souris ob/ob injectées avec
AdGFP+AdrTTA et sacriﬁées à 68h post PH. La γ-tubuline sert de témoin de
charge.
Nous souhaitions également utiliser ces vecteurs adénoviraux pour valider
l’implication de la voie EGFR en aval de la voie de l’hormone de croissance
dans le défaut de régénération observé. Pour cela, nous aurions utilisé le
modèle GHrKO pour tenter de restaurer la prolifération hépatocytaire après
hépatectomie par injection du vecteur adénoviral AdEGFR. Idéalement, il
serait également intéressant de pouvoir eﬀectuer le même type d’expériences
avec des animaux déﬁcients en STAT5 auxquels on injecterait le vecteur
adénoviral AdEGFR. Ces séries d’expériences permettraient de bien valider le
rôle de la voie GH/EGFR dans le sauvetage phénotypique observé. Elles sont
malheureusement diﬃciles à mettre en place en raison des limites induites
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par cette technologie adénovirale.
7.5.3 L’implication d’autres voies de signalisation pour
expliquer le défaut de régénération chez les souris
ob/ob
Bien que la dérégulation de l’axe GH/EGFR soit partagée entre plusieurs
modèles de stéatose hépatique et explique le défaut de régénération observé,
nous montrons néanmoins des diﬀérences phénotypiques entre ob/ob et MCD.
En eﬀet, l’inhibition de la prolifération chez les souris ob/ob est beaucoup
plus drastique que chez les MCD qui présentent plutôt un retard de régéné-
ration qu’une diminution. De plus, le sauvetage phénotypique par injection
d’hormone de croissance chez les souris ob/ob n’est que partiel, laissant en-
trevoir l’implication d’autres voies de signalisation pour expliquer le défaut
de régénération chez ces animaux. Nous avons donc tenté de mettre en évi-
dence la dérégulation d’autres voies de signalisation, en parallèle ou non de
l’EGFR.
La voie PLC-γ est inhibée post hépatectomie chez les souris ob/ob
Tout d’abord, nous nous sommes intéressés à l’implication de PLC-γ par
le biais de l’analyse de la voie de signalisation EGFR. En eﬀet, on décrit
habituellement trois voies de signalisation en aval de l’EGFR post hépatec-
tomie partielle : AKT, Erk1/2 et STAT3. Cependant, il existe une quatrième
voie activée par l’EGFR qui n’est que rarement étudiée dans le cadre de la
régénération hépatique. Il s’agit de PLC-γ, qui appartient à une famille d’en-
zymes hydrolysant les esters des phospholipides. Classiquement, les PLCs
catalysent le PIP2 membranaire en Diacylglycérol (DAG) et IP3 en utili-
sant le calcium comme cofacteur et permettent ainsi l’activation d’un certain
nombre de cibles associé notamment dans la prolifération. En analysant l’ex-
pression et l’activation de cette protéine, nous avons observé une absence
du transcrit ainsi que de la protéine à 32h post hépatectomie chez les souris
ob/ob (Figure 7.5).
Ce résultat pose deux questions en particulier. La première est de com-
prendre quel acteur moléculaire est à l’origine de la baisse d’expression de
cette protéine. En eﬀet, l’EGFR est décrit comme un activateur au niveau
protéique par modiﬁcation post-traductionnelle et non comme induisant la
transcription de PLC-γ, il apparaît donc plus probable que cette inhibition
soit due à une autre voie de signalisation. La seconde consiste à savoir si la
diminution d’expression de cette protéine inﬂue sur le phénotype de régé-
nération hépatique observée chez les souris ob/ob. Nous ne connaissons que
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Figure 7.5 – Western Blot de l’expression de la phosphorylation de PLC-γ.
Analyse par western blot de l’expression et de la phosphorylation de PLC-γ au cours
de la régénération hépatique chez les ob/ob comparés aux contrôles. La γ–tubuline
était utilisée en témoin de charge.
peu d’éléments sur PLC-γ et la prolifération hépatocytaire. Deux articles
avaient soulignés son implication dans un modèle de consommation chro-
nique d’alcool [334][335] et une autre publication avait mis en évidence une
augmentation de PLC-γ au cours de la régénération hépatique [336]. Il est
à ce stade diﬃcile de comprendre si la baisse de PLC-γ joue un rôle dans
le défaut de régénération hépatique observée chez les souris ob/ob, des ex-
périences d’inhibition de PLC-γ in vivo au cours de l’hépatectomie partielle
permettraient de pouvoir répondre à ces questions plus ﬁnement. Cependant,
son implication dans ce phénotype reste toutefois concevable.
La voie du TGF-β est suractivée chez les ob/ob post hépatectomie
Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à la voie du TGF-
β. En eﬀet, il avait été montré chez les souris ob/ob, une augmentation de
la phosphorylation de STAT3 en association à une augmentation de l’ex-
pression de p21 après hépatectomie partielle. Puisque nous observons une
augmentation de STAT3 chez nos souris ob/ob et MCD dans les premières
heures suivant l’hépatectomie partielle, nous avons cherché à savoir si ceci
était corrélé à une augmentation de p21 comme précédemment décrit [179].
Nous avons observé dans nos modèles une augmentation de l’expression de
p21 chez les souris ob/ob mais pas chez les souris MCD (Figure 7.6A, B).
Nous avons également montré une augmentation de plus de 20 fois de l’ex-
pression de p15 chez les souris ob/ob à 32h, mais pas chez les souris MCD
(Figure 7.6A, B).
Ces résultats nous ont donc amenés à regarder des voies de signalisation
alternatives à STAT3 chez les souris ob/ob qui pourraient être responsables
de la surexpression de p15 et p21, nous conduisant ainsi à étudier la voie
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Figure 7.6 – Analyse de la voie TGF-β au cours de la régénération hépatique
chez les animaux stéatosiques comparés aux contrôles. A. B Expression relative
des transcrits ARN de p15 et p21 au cours de la régénération hépatique chez les
ob/ob et MCD comparés aux contrôles par qRT-PCR (n>4/genotype). Chaque
point a été réalisé en duplicat. C. Analyse par western blot du précurseur TGF-β,
p-SMAD2 et p21 au cours de la régénération hépatique chez les ob/ob comparés
aux contrôles. La γ–tubuline etait utilisée en témoin de charge.
du TGF-β. Celle-ci se trouve en amont des protéines inhibitrices des kinases
cycline-dépendantes p15 et p21. Nous n’avons pas noté de diﬀérence signiﬁca-
tive pour l’expression des transcrits du TGF-β 1, 2 et 3 entre les souris ob/ob
et les contrôles (Figure 7.7). Cependant, le précurseur protéique du TGF-β
a été trouvé surexprimé pendant les 32 premières heures de la régénération
hépatique chez les souris ob/ob, en comparaison aux contrôles, ce qui suggère
une stabilité protéique accrue du TGF-β précurseur sur ces souris. De plus,
une augmentation de la phosphorylation de Smad2 a été observée entre 8 et
24h après l’hépatectomie partielle (Figure 7.6C). L’ensemble de ces données
suggère que la voie de signalisation du TGF-β est suractivée dans les pre-
mières étapes de la régénération hépatique après hépatectomie partielle chez
7.5. RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES 157
les souris ob/ob, ce qui participe probablement au défaut de régénération
observé chez ces animaux.
Figure 7.7 – Analyse des transcrits du TGF-β. Expression relative des transcrits
ARN du TGFβ 1 à 3 au cours de la régénération hépatique comparés aux contrôles
par qRT-PCR (n≥3/genotype). Chaque point a été réalisé en duplicat.
Ces résultats mériteraient d’être approfondis, mais permettent en tout cas
d’expliquer pourquoi les MCD présentent un défaut de régénération moins
drastique que les souris ob/ob, ainsi que la raison pour laquelle la restauration
des ob/ob avec injections d’hormone de croissance n’est que partielle.








8.1 Les études précédentes sur la régénération
du foie en cas de stéatose hépatique di-
vergent
Ces dernières années, de nombreux de travaux se sont concentrés autour
de la régénération du foie dans le cadre de la stéatose hépatique. Cependant,
il est aujourd’hui encore très diﬃcile de dégager une interprétation globale
de ces études, ce qui rend leur analyse relativement diﬃcile. Deux constats
en particulier permettent d’appréhender ces problèmes. Premièrement, les
résultats de ces études sont loin d’être unanimes quant à l’impact de la stéa-
tose sur la régénération du foie et deuxièmement, les voies de signalisation
impliquées lorsque les auteurs observent un défaut de régénération sont très
diﬀérentes.
Plusieurs explications peuvent être données pour répondre à ces diﬀé-
rences. En eﬀet, les défauts de régénération du foie semblent être connectés
au degré de stéatose du modèle utilisé. Même si on déﬁnit cette maladie à
partir de la présence de gouttelettes lipidiques dans au moins 5% des hépato-
cytes, les modèles décrivant un défaut de régénération hépatique présentent
une stéatose généralement plus marquée [174][179]. C’est pourquoi le mo-
dèle génétique utilisé, ou encore le temps de régime appliqué, sont autant de
variables importantes à prendre en compte pour ce genre d’études. D’autre
part, concernant les modèles ne présentant pas une inhibition drastique de
la régénération, mais davantage un retard comme celui observé dans le mo-
dèle MCD, il est important d’eﬀectuer une étude détaillée de la cinétique
de régénération, au risque de mal interpréter le phénotype. Ceci peut repré-
senter une explication concernant les résultats contradictoires observés sur
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la capacité du modèle MCD à régénérer [185][186][187], mais également sur
d’autres. En eﬀet, en fonction des temps de cinétique étudiés, on peut arriver
à la conclusion que ce modèle de stéatose régénère [175], ou pas [174]. La re-
cherche sur le sujet gagnerait certainement à utiliser des modèles de stéatose
plus homogènes, ainsi qu’à étudier précisément les cinétiques de régénération
de ces diﬀérents modèles.
La deuxième discordance de ce type d’études concerne les diﬀérentes voies
de signalisation incriminées. En eﬀet, beaucoup de ces recherches soulignent
l’importance de la dérégulation des voies inﬂammatoires dans les phénotypes
observés. Cependant, celles-ci varient en fonction des papiers, des modèles
utilisés et même au sein d’un même modèle [178][179][180]. Bien que cette
variété de résultats altère la compréhension globale des voies moléculaires
inhibant la régénération hépatique dans le cadre de la stéatose, elle a l’avan-
tage de nous présenter un aperçu de la complexité du mécanisme. En eﬀet,
il est raisonnable de penser qu’une pathologie aﬀectant à la fois le méta-
bolisme, l’histologie et les fonctions du foie vont altérer de multiples voies
de signalisation en conséquence. En revanche, les résultats de notre étude
sont les premiers à permettre de proposer un mécanisme commun à plusieurs
modèles de stéatose hépatique (peut-être même davantage) et confortés par
de premiers résultats sur l’Homme. Nous proposons ainsi qu’une dérégula-
tion de la voie GH/EGFR dans le cadre de la stéatose hépatique participe à
l’inhibition de la régénération du foie après hépatectomie partielle.
8.2 La dérégulation de l’axe GH/EGFR est un
mécanisme général responsable du défaut
de régénération du foie lié à la stéatose hé-
patique
Il existe en eﬀet une corrélation relativement bien décrite entre stéatose,
obésité et hormone de croissance. Bien que l’on n’en comprenne pas le lien,
plusieurs explications ont été avancées pour justiﬁer la diminution du taux
de l’hormone de croissance avec l’obésité. On a tout d’abord proposé qu’une
augmentation de l’IGF-1 sérique chez les patients obèses pouvait jouer une
boucle de rétrocontrôle négative sur la sécrétion d’hormone de croissance
[337]. On a également pensé que la présence d’acides gras libres dans le sang
ou encore l’hyperinsulinémie des personnes en surpoids pouvait jouer sur les
sécrétions d’hormone de croissance [338]. On a aussi expliqué qu’une baisse
des réserves hypophysaires d’hormone de croissance chez les obèses pouvait
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en être responsable. Mais ceci a rapidement été contredit par l’injection de
GHRH chez des patients obèses. Ces derniers sécrétaient alors de l’hormone
de croissance à un taux normal [339]. Ainsi, nous n’expliquons toujours pas
le mécanisme à l’origine de cette dérégulation, mais les résultats de notre
étude semblent indiquer que la corrélation ne s’eﬀectue pas entre l’hormone
de croissance et l’obésité, mais davantage entre l’hormone de croissance et la
stéatose. En eﬀet, dans le modèle MCD qui ne présente pas d’obésité, nous
observons également une diminution de l’activation des cibles de l’hormone
de croissance. D’autre part, notre étude sur patients révèle une corrélation
entre la diminution de l’EGFR et la stéatose, et non avec l’obésité. Ces
diﬀérentes données amènent à penser que la diminution de l’axe hormone
de croissance/EGFR est liée à la stéatose hépatique. Ce phénomène serait
peut être contrôlé soit directement au niveau du foie, soit par des facteurs
circulants liés à la stéatose hépatique. Par ailleurs, puisque l’absence du signal
de l’hormone de croissance dans le foie est également connue pour induire une
obésité et une stéatose [321], la diminution des sécrétions de l’hormone de
croissance dans un contexte de stéatose agit certainement comme un cercle
vicieux, ampliﬁant le phénotype à plus long terme.
Puisque l’hormone de croissance contrôle la transcription de l’EGFR, on
observe que la diminution de cette dernière dans le cadre de la stéatose hé-
patique, induit une chute de l’expression de l’EGFR. Par ailleurs, la dimi-
nution d’expression et d’activation de ce récepteur n’est pas restaurée dans
les heures suivant la régénération hépatique, au moment ou les hépatocytes
en ont besoin pour eﬀectuer leur progression en G1 et assurer leur transi-
tion G1/S. On sait en eﬀet que l’inhibition de la voie EGFR par invalidation
génique spéciﬁquement dans le foie [340] ou shRNA [341] induit un défaut
drastique de régénération après hépatectomie partielle. Ce même défaut a été
observé sur des souris délétées pour le récepteur de l’hormone de croissance
(GHrKO) qui présentaient également une absence du récepteur EGFR [342],
ainsi que sur des souris STAT5 KO [84], pour lesquelles le niveau transcrip-
tionnel d’EGFR est également fortement diminué. Ces observations valident
d’autant plus l’implication de l’axe hormone de croissance/EGFR dans la
régénération hépatique post hépatectomie. On peut par ailleurs penser que
le contrôle de la voie de l’hormone de croissance sur l’EGFR s’eﬀectue via
STAT5b comme nous en avons discuté précédemment.
Il est aussi intéressant de noter que l’EGFR semble être impliqué dans le
contrôle de la régénération hépatique au delà du mécanisme de l’hépatecto-
mie partielle. En eﬀet, il avait déjà été montré que la voie de signalisation
EGFR était importante pour la prolifération des hépatocytes in vitro. De
plus, nos résultats non publiés indiquent que l’EGFR est également impli-
qué dans le contrôle de la régénération hépatique déclenchée par injection de
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CCL4. Puisque les souris ob/ob ne régénèrent pas non plus après injection
de CCL4 [177], on peut envisager que l’inhibition de l’EGFR est également
responsable de l’absence de régénération dans ce cadre. Pour cela, il faudrait
vériﬁer que l’injection de CCL4 ne fait pas varier les taux d’hormone de crois-
sance ou encore que cela n’induit pas la ré-expression de l’EGFR. Néanmoins,
ces données illustrent l’importance de ce récepteur, potentiellement dans le
contrôle de plusieurs processus de prolifération hépatocytaire. Ceci souligne
ainsi les conséquences que pourrait avoir la dérégulation de l’axe hormone de
croissance/EGFR dans le cadre de la stéatose, sur diﬀérents mécanismes de
régénération hépatique, au delà même de l’hépatectomie partielle.
8.3 Il existe une bonne corrélation entre dimi-
nution de l’EGFR et augmentation de la
stéatose chez l’Homme
Une publication avait déjà mis en évidence la corrélation étroite entre
diminution de la sécrétion de l’hormone de croissance et l’obésité [325]. Nos
résultats ont permis de dégager une bonne corrélation entre l’augmentation
de la stéatose et la diminution de l’expression protéique d’EGFR. Puisque la
plupart de nos patients présentaient un surpoids, nous les avons discriminé
non pas en fonction de leur obésité, mais en fonction du degré de stéatose
à la fois histologique et par dosage de triglycérides. Nous avons observé une
forte corrélation entre la voie GH/EGFR et la stéatose.
D’autre part, il est connu que l’hormone de croissance est régulée diﬀé-
remment selon les sexes [343], ce qui entraine un dimorphisme d’expression
de certaines de ses cibles dans le foie. Pour cette raison, nous aurions pu ima-
giner dégager un eﬀet sexe sur l’expression de la protéine EGFR, en fonction
de la stéatose. Nous n’avons cependant pas réussi à isoler un tel eﬀet sur
nos données, ce qui s’explique soit par l’absence d’eﬀet sexe sur l’expression
de l’EGFR dépendante de l’hormone de croissance, soit par le nombre trop
restreint de biopsies pour ce type d’analyse. Il est cependant à noter que lors
de l’étude sur les souris GHrKO, nous n’avons pas noté de diﬀérence d’ex-
pression de l’EGFR au niveau transcriptionnel en fonction du sexe chez les
souris sauvages et que l’inhibition de l’EGFR chez les souris GHrKO était
totale chez les deux sexes.
En première approximation, pour simpliﬁer l’interprétation du résultat et
reprendre une méthodologie couramment utilisée, nous avons choisi d’illus-
trer la corrélation entre la stéatose hépatique et la diminution de l’EGFR
protéique par un modèle linéaire. Cependant, le modèle de décroissance ex-
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ponentielle s’approche davantage de nos résultats avec un gain de coeﬃcient
de corrélation de l’ordre de 25%, s’approchant ainsi de R2=0,6. Ceci semble
cohérent avec la notion de seuil biologique au delà duquel l’EGFR dimi-
nue drastiquement avec la stéatose hépatique. Pour cette raison, la présence
d’une stéatose modérée n’amène pas forcément une diminution notable de
l’expression de la protéine EGFR, tandis qu’une stéatose plus marquée aura
des conséquences sur son expression. Cet eﬀet seuil est également en accord
avec les résultats non publiés que nous avons obtenu sur des ob/ob d’âges
diﬀérents (6, 10 et 13 semaines), qui révélaient une diminution sensible de
l’EGFR entre 6 et 10 semaines, mais qui n’était totale qu’à 13 semaines de vie.
Par extension, ce résultat pourrait également expliquer en partie pourquoi
certains modèles murins de stéatose ne présentent pas d’inhibition majeure
de l’EGFR, ou encore pourquoi d’autres n’ont pas de défaut de régénéra-
tion post hépatectomie. Naturellement, il serait intéressant d’augmenter le
nombre de patients, en particulier présentant une forte stéatose hépatique.
Ceci nous permettrait d’aﬃner notre modèle de régression entre l’augmenta-
tion de la stéatose hépatique et la diminution de l’EGFR protéique. D’autre
part, il serait également intéressant de pouvoir récupérer le sérum de ces
patients et corréler à la fois EGFR, stéatose hépatique mais également les
niveaux sériques de l’hormone de croissance.
8.4 L’identification des voies en aval de l’EGFR
reste incertaine
Même si l’importance de la voie de signalisation EGFR dans le cadre de
la régénération hépatique est aujourd’hui admise dans la littérature, nous
en connaissons très peu des voies en aval sous son contrôle. Les premières
études s’intéressant à inhiber les diﬀérents ligands de la voie EGFR ne décri-
vaient pas de mécanistique [216][217]. Quant aux articles inhibant le récepteur
lui-même, aucun ne trouvait de diminution de l’activation des voies en aval
communément décrites AKT, STATs et ERK1/2. Ils suggéraient l’implication
d’autres voies sous le contrôle de l’EGFR pour expliquer le défaut de régéné-
ration hépatique observé. Le premier trouvait une inhibition de l’activation
en particulier de Nf-κ-B et de p38 [340] et le second une baisse transcription-
nelle de la voie STAT3 [341]. Nos résultats n’ont pas réussi à reproduire dans
les modèles de stéatose que nous avons étudié, ce qui avait déjà été publié
dans la littérature. Ainsi, l’absence de dérégulation de ces voies de signali-
sation ne restaure pas le phénotype de prolifération hépatocytaire. D’autre
part, des auteurs avaient déjà montré que l’inhibition de Nf-κB n’avait pas
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d’eﬀet sur la régénération hépatique [344]. Nous suggérons donc que les voies
précédemment décrites ne sont pas responsables du défaut de régénération
hépatique en absence d’EGFR ou qu’il existe une autre voie de signalisation
touchée, que nous n’avons pas mise en évidence.
D’autre part, nos précédents travaux utilisant un modèle muté pour le
récepteur de l’hormone de croissance (GHrKO) révélaient un défaut de régé-
nération lié à une inhibition de l’expression de l’EGFR ainsi que de l’activa-
tion d’Erk1/2. Cependant, notre étude sur les modèles ob/ob et MCD décrit
une inhibition de la voie de l’hormone de croissance et de l’EGFR, sans pour
autant retrouver l’absence d’activation d’Erk1/2. Cette dérégulation n’est
pas non plus décrite dans les modèles d’inhibition d’EGFR par knock out
et shRNA après hépatectomie. Ces diﬀérents résultats remettent en ques-
tion l’hypothèse selon laquelle l’EGFR entraine un défaut de régénération
hépatique par l’intermédiaire d’Erk1/2. Cependant, chez les souris GHrKO,
l’inhibition d’Erk1/2 peut également participer au défaut de régénération ob-
servé, indépendamment du signal EGFR. En eﬀet, Erk1/2 est décrit comme
pouvant être aussi activé directement en aval de l’hormone de croissance.
Il est possible que nos modèles murins de stéatose présentent une baisse de
signal de l’hormone de croissance suﬃsante pour supprimer l’expression de
l’EGFR, mais non pour inhiber l’activation de la voie Erk1/2, indépendante
de l’EGFR.
Parmi les voies en aval de l’EGFR étudiées, nous observons une surac-
tivation de la voie AKT dans nos deux modèles ob/ob et MCD après l’hé-
patectomie partielle. Il est assez diﬃcile de lier la suractivation de la voie
AKT à la diminution d’expression de l’EGFR et habituellement, l’activation
d’AKT participe à la régénération hépatique après hépatectomie partielle.
Ces deux éléments soulignent que la suractivation d’AKT n’est pas respon-
sable du défaut de régénération observé chez nos modèles murins de stéatose.
Cette activation pourrait correspondre à la nécessité d’augmenter la taille des
hépatocytes qui stockent les lipides puisque la voie AKT régule ce processus.
Finalement, la seule voie de signalisation potentiellement dérégulée et
pouvant avoir une incidence, que nous proposons en aval de l’EGFR est la
voie STAT3. On observe tout d’abord une sur-activation de la voie STAT3
pendant les premières heures suivant la régénération hépatique à la fois chez
les souris ob/ob et chez les souris MCD. Encore une fois, il est diﬃcile d’im-
puter la suractivation de cette voie à l’inhibition d’EGFR. D’autre, part,
l’augmentation de l’activation de STAT3 est tantôt décrite comme inhibant
la régénération hépatique, tantôt comme l’augmentant. L’inhibition de la
prolifération hépatocytaire associée à la suractivation de STAT3 est liée à
une augmentation de la protéine SOCS3, dont la fonction est antiproliféra-
tive [345], ce qui n’est pas le cas dans notre modèle. Ceci nous a amené à
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exclure l’implication de cette voie pour expliquer le phénotype de défaut de
régénération. En eﬀet, la suractivation de STAT3 est certainement indépen-
dante de l’hépatectomie partielle, mais plutôt liée à l’augmentation de la voie
inﬂammatoire IL-6, comme cela a été décrit chez les souris ob/ob [346], en
particulier sur les MCD [347], qui présentent une forte inﬂammation.
A l’inverse, on observe dans un second temps une chute de l’activation
de STAT3 à 32h post hépatectomie chez les souris ob/ob, mais pas chez les
MCD. Nous suggérons ainsi que la diminution de l’activation de STAT3 à
32h pourrait être responsable, au moins en partie, du phénotype observé chez
les souris ob/ob. Il est en eﬀet intéressant de constater que les souris GHrKO
révélaient également une augmentation de la phosphorylation de STAT3 post
hépatectomie pour chuter à 32h [342]. Or, s’il est admis que IL-6 et TnF-α
sont responsables de son activation durant les premières heures de la régéné-
ration du foie, son activation plus tardive a été décrite mais pas élucidée. En
eﬀet, l’inhibition de STAT3 a déjà été liée à un défaut de régénération hé-
patique au moment du priming des hépatocytes [348][349]. Puisque les expé-
riences d’injections d’EGF chez la souris montrent une activation de STAT3
dans le foie [350], il est tentant d’attribuer l’incapacité des souris ob/ob à
activer STAT3 à 32h après hépatectomie à l’absence de signalisation EGFR.
Cette hypothèse est d’ailleurs confortée par la restauration de la phospho-
rylation de STAT3 à 32h post hépatectomie chez les souris ob/ob injectées
avec de l’hormone de croissance lorsque celles-ci présentent une prolifération
restaurée ainsi qu’un niveau d’EGFR normal. En revanche, le niveau d’in-
ﬂammation plus important dans le modèle de stéatohépatite MCD, pourrait
être responsable de la suractivation de STAT3 à tous les temps de la régé-
nération, prévenant ainsi la baisse d’activation que nous observons chez les
souris ob/ob. L’activation de STAT3 à 32h n’a cependant jamais été démon-
trée comme dépendante de l’EGFR. Pour valider cette hypothèse, il serait
intéressant de regarder l’eﬀet de l’injection d’erlotinib (à condition de trouver
une concentration non létale) sur STAT3 à 32h après hépatectomie sur des
souris sauvages.
D’autre part, il existe des cibles bien plus en aval de ces trois voies de
signalisation. En eﬀet, en utilisant un modèle d’injections d’hormone de crois-
sance après hépatectomie partielle chez des souris âgées, il a été montré que
la restauration de la prolifération s’eﬀectuait via l’expression de Foxm1b, qui
est un facteur de transcription essentiel pour l’entrée en mitose des hépato-
cytes au cours de la régénération hépatique [309]. De façon intéressante, une
autre étude a montré qu’il existait une diminution de l’expression d’EGFR
chez les animaux âgés [351]. Ainsi, puisqu’il est connu que Foxm1b contrôle
les transitions G1/S et G2/M [116], cette protéine pourrait représenter une
cible bien plus en aval de l’axe hormone de croissance/EGFR dans le cadre
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du défaut de régénération associé à la stéatose hépatique. D’autre part, la
transcription de Foxm1b au cours de la régénération hépatique commence
tardivement (32h post hépatectomie), ce qui pourrait être cohérent avec la
chute d’activation de STAT3 à 32h. Il est également à noter qu’une étude
récente sur la lignée cellulaire K562 a montré que Foxm1 est une cible trans-
criptionnelle de STAT3, impliqué dans la prolifération [352]. Enﬁn, les souris
GHRKO montrent une diminution d’expression de Foxm1b 32h après hépa-
tectomie. Lorsque l’on force l’expression de Foxm1b dans ces souris en les
croisant avec une lignée surexprimant cette protéine dans le foie, on restaure
un pic de prolifération équivalent à celui observé chez les souris sauvages.
8.5 Le défaut de régénération hépatique est par-
tiellement restauré par l’injection d’hormone
de croissance
Nous avons conﬁrmé l’implication de l’axe Hormone de croissance/EGFR
dans le défaut de régénération hépatique en conduisant des expériences de
sauvetages phénotypiques par injections périodiques d’hormone de croissance
sur les souris ob/ob avant et après l’hépatectomie partielle. Ceci nous a permis
d’obtenir une augmentation de la prolifération hépatocytaire post hépatec-
tomie d’un facteur 6 par rapport aux ob/ob non injectées. Cette restauration
s’accompagne d’un retour du niveau d’EGFR protéique normal ainsi que
d’une augmentation de la phosphorylation de STAT5, ce qui nous a per-
mis d’appuyer encore une fois l’hypothèse selon laquelle la restauration de
l’EGFR s’eﬀectue sous le contrôle de STAT5. Il est également intéressant de
noter que nous avons observé une restauration de l’EGFR et de l’activation
de STAT3 à 32h après l’hépatectomie partielle, validant davantage l’implica-
tion de cette voie dans le phénotype observé chez les souris ob/ob.
Cette expérience de sauvetage phénotypique montre pour la première fois
un retour de la prolifération hépatique après hépatectomie partielle dans
un modèle de stéatose drastique. Ces résultats soulignent qu’il n’y a pas,
du moins dans ce modèle, de désensibilisation du signal de l’hormone de
croissance, ce qui permet d’envisager une approche thérapeutique. Il serait
intéressant de tester ce sauvetage phénotypique sur d’autres modèles, notam-
ment ceux qui développent une inﬂammation importante et qui présentent
une inhibition drastique de la régénération hépatique (le modèle fructose par
exemple). D’autre part, cette expérience montre également que la proliféra-
tion des hépatocytes n’est pas altérée de façon déﬁnitive en cas de stéatose
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hépatique, mais que ceux-ci peuvent entrer à nouveau dans le cycle cellulaire.
Ceci représente une information très intéressante à l’égard des applications
médicales utilisant les propriétés régénératives du foie.
En revanche, cette expérience de restauration par injections d’hormone
de croissance montre un eﬀet partiel lorsqu’on compare le niveau de pro-
lifération des souris injectées avec de l’hormone de croissance à celui des
contrôles sauvages, soulignant l’implication d’autres voies de signalisation
dans l’inhibition de la régénération hépatique chez les souris ob/ob. Ainsi, il
serait intéressant d’étudier notamment l’eﬀet du traitement à l’hormone de
croissance sur la voie TGF-β chez les ob/ob.
Le protocole que nous avons utilisé pour le sauvetage phénotypique par
l’hormone de croissance impliquait de fortes doses injectées. Nous pourrions
également mettre au point un protocole d’injection à doses plus faibles, ce
qui pourrait nous prémunir d’une éventuelle activation trop forte des ré-
trocontrôles négatifs de l’hormone de croissance comme SOCS2. En eﬀet, il
est possible que l’injection d’hormone de croissance à fortes doses permette
une restauration complète de l’EGFR, mais empêche la réactivation d’autres
cibles, du fait de l’activation de ces rétrocontrôles, expliquant ainsi la restau-
ration seulement partielle de ce sauvetage.
8.6 Il demeure quelques différences entre le mo-
dèle ob/ob et MCD
Du fait des diﬀérences entre nos deux modèles, mais aussi de la restau-
ration seulement partielle observée avec notre sauvetage phénotypique, nous
avons été amené à étudier d’autres voies de signalisation chez la souris ob/ob,
participant éventuellement au défaut de régénération chez ce modèle.
Premièrement, nous avons noté la diminution de la voie PLC-γ sur les
souris ob/ob à la fois au niveau transcriptionnel et au niveau protéique à
32h post hépatectomie. PLC-γ est une voie de signalisation décrite en aval
de l’EGFR mais jamais étudiée dans le cadre de la régénération hépatique.
Son importance dans la régénération hépatique a déjà été soulignée dans
un modèle de défaut de prolifération hépatocytaire induit par une apport
chronique d’alcool [334][335]. On avait par ailleurs noté son augmentation au
cours de la régénération hépatique [336]. Il est donc envisageable que le déﬁcit
en PLC-γ soit impliqué dans le défaut de régénération observé qu’il soit ou
non la conséquence de l’absence d’activation de la voie EGFR. Cependant,
l’absence de démonstration sur le sujet amène à proposer l’implication de
cette voie avec la plus grande prudence. De la même façon, il serait intéres-
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sant de regarder l’eﬀet de l’injection d’erlotinib sur l’expression de PLC-γ à
32h post hépatectomie sur des souris sauvages. D’autre part, nous pourrions
également utiliser un inhibiteur de PLC (U-73122 ou L-108) pour observer
les conséquences de l’inactivation de cette protéine sur la prolifération post-
hépatectomie. Ces deux inhibiteurs pharmacologiques ne sont pas spéciﬁques
de la forme γ, mais seules deux des six isoformes de PLC (β et γ), sont trou-
vées en concentration importante dans le foie [336]. Ces expériences nous
permettraient d’apporter un éclairage quant au rôle de PLC-γ au cours de
la régénération hépatique.
Deuxièmement, nous avons mis en exergue la dérégulation d’une autre
voie de signalisation, TGF-β au cours de cette étude. En eﬀet, il avait au-
paravant été décrit une surexpression de p21 ainsi que de p27, présentées
comme étant sous le contrôle d’une augmentation de la phosphorylation de
STAT3 dans ce modèle [179]. Nos résultats ont permis de conﬁrmer la surex-
pression de p21, associée à celle de p15, un autre inhibiteur du cycle cellulaire
connu de la voie TGF-β. En analysant d’autres membres de la voie TGF-β
en amont, connus pour activer ces deux cibles, nous avons noté une aug-
mentation de la phosphorylation de SMAD2 ainsi qu’une surexpression du
précurseur TGF-β. L’augmentation des cibles inhibitrices du cycle cellulaire
p15 et p21 n’a en revanche pas été retrouvée sur le modèle MCD, ce qui nous
a amenés à exclure l’hypothèse de l’implication de cette voie dans ce modèle.
En revanche, ces données nous ont permis de reconsidérer l’augmentation de
ces inhibiteurs du cycle cellulaire comme des cibles de la voie TGF-β plutôt
que de STAT3. Pour appuyer cette hypothèse, nous rappelons que l’augmen-
tation de STAT3 n’est pas accompagnée d’une surexpression de SOCS3 chez
les souris ob/ob. Cependant, on observe habituellement que l’inhibition de la
prolifération hépatique associée à une augmentation de STAT3 fait intervenir
une induction de SOCS3. De plus, si la surexpression de p15 et p21 était sous
le contrôle de l’augmentation de STAT3, nous aurions du retrouver les mêmes
résultats chez les souris MCD, présentant également une augmentation de la
phosphorylation de STAT3.
De façon schématique, on peut décrire les deux voies de signalisation
EGFR et TGF-β comme participant à une balance ﬁnement régulée au cours
de la régénération hépatique. En eﬀet, l’une stimule la prolifération et est
activée après l’hépatectomie partielle, l’autre inhibe la prolifération et n’est
activée que plusieurs heures post hépatectomie (Figure 8.1).
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Figure 8.1 – Modèle proposé des voies EGFR et TGF-β au cours de la régéné-
ration hépatique.
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Chapitre 9
Des perspectives de travail
9.1 Quelques pistes pour aller un peu plus loin
Bien que nous ayons obtenu une restauration de la prolifération hépatocy-
taire en injectant de l’hormone de croissance, nous avons été confronté à des
problèmes techniques en testant nos vecteurs adénoviraux, nous empêchant
d’apporter la preuve directe que l’expression de l’EGFR suﬃt à restaurer le
phénotype et que celle-ci passe par l’activation de STAT5. Ainsi, l’utilisation
de vecteurs adénoviraux n’est certainement pas la meilleure approche dans
le cadre de la régénération hépatique. De plus, le contexte de l’hépatecto-
mie partielle implique diﬀérents types cellulaires et cytokines circulantes, qui
empêchent l’utilisation de modèles in vitro. Aﬁn de contourner ce problème,
nous pourrions utiliser un autre outil pour mettre en place notre sauvetage
phénotypique : créer une lignée transgénique pour l’EGFR ou celui-ci se trou-
verait sous la dépendance d’un promoteur continuellement exprimé dans le
foie adulte comme celui de la transthyrétine -exprimé en abondance dans le
foie des souris ob/ob [353]- et d’étudier la restauration de la prolifération hé-
patique post-hépatectomie des souris ob/ob par croisement avec cette lignée.
A terme, ces expériences de sauvetage phénotypique nous permettraient de
véritablement incriminer la responsabilité de la voie de signalisation EGFR
dans le défaut de régénération du foie, observé dans le cadre de la stéatose
hépatique. Par ailleurs, nous pourrions ainsi regarder l’eﬀet de cette restau-
ration sur la voie STAT3 en particulier.
A l’inverse, nous pourrions poursuivre nos expériences de restauration de
la prolifération par injections d’hormone de croissance sur des souris ob/ob,
en couplant ces dernières à une inhibition de l’EGFR par l’erlotinib. La po-
sition plus en aval de l’EGFR permettrait ainsi de bloquer le sauvetage nor-
malement induit par l’hormone de croissance, à la fois sur la prolifération
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hépatocytaire et sur les voies de signalisation éventuellement restaurées. Ce-
pendant, les doses d’erlotinib que nous avons utilisées jusqu’à présent étaient
létales après hépatectomie partielle. Nous pourrions éventuellement essayer
d’injecter des doses sensiblement plus faibles ou à défaut, utiliser des siRNA
ciblés contre l’EGFR. Il s’agit par ailleurs d’une technique qui permet la dé-
livrance de siRNA essentiellement hépatique suite à son administration par
voie systémique.
Pour ﬁnir, aﬁn de valider le rôle de la voie TGF-β et de ses cibles p21 et
p15, il faudrait tout d’abord comparer par immunoprécipation les ratios entre
les Cdk/Cyclines, versus les Cdk/Cdki, notamment le ratio cdk4/Cycline D1.
Ensuite, il serait possible de bloquer le signal TGF-β en utilisant des inhi-
biteurs pharmacologiques de la voie qui ciblent son récepteur. L’injection
de SB-431542 à des souris ob/ob avant ou au cours de l’hépatectomie par-
tielle, permettrait d’observer son eﬀet sur la prolifération des hépatocytes.
Par ailleurs, il serait possible de coupler les injections d’hormone de croissance
à une inhibition de la voie TGF-β. Nous pourrions notamment pratiquer des
injections de siRNA pour les inhibiteurs du cycle p15, p21 ou encore de
SMAD2. Ces expériences permettraient éventuellement d’optimiser le taux
de prolifération post hépatectomie après injections d’hormone de croissance.
A plus long terme, l’utilisation d’une lignée de souris délétées pour le ré-
cepteur du TGF-β croisés avec des souris ob/ob permettrait également de
répondre de façon plus déﬁnitive à ces questions.
9.2 Une ouverture thérapeutique
Certaines études soulignent déjà l’intérêt de thérapies basées sur l’in-
jection d’hormone de croissance. Des eﬀets notables ont été remarqués sur
le tissu adipeux viscéral, ou sur le proﬁl lipidique général [332]. D’autres
publications montrent les bénéﬁces de l’injection d’hormone de croissance
pendant 6 mois sur la correction de la stéatose hépatique développée par des
patients présentant une déﬁcience de l’hormone de croissance chez l’adulte
[354]. Plus récemment, la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-
Unis a approuvé l’utilisation d’EGRIFTAMD, qui est un analogue synthétique
du facteur de libération de l’hormone de croissance (GHRH), dans le trai-
tement de la lipodystrophie de patients porteur du VIH [355]. Ces travaux
indiquent que l’hormone de croissance injectée de façon chronique a des ef-
fets métaboliques bénéﬁques sur la stéatose ou la distribution des graisses
en général. Ces recherches soulignent aussi que l’hormone de croissance est
aujourd’hui considérée pour son potentiel thérapeutique évident sur l’être
9.3. DE LA STÉATOSE AU CANCER : QUE SE PASSE T-IL ? 175
humain. Pour ces diﬀérentes raisons, le résultat des injections d’hormone
de croissance sur les souris ob/ob oﬀre une ouverture thérapeutique intéres-
sante. De plus, les expériences d’injection d’hormone de croissance sur les
souris MCD allaient également dans le même sens. Ainsi, il serait utile de
conforter ces résultats sur d’autres modèles de stéatose hépatique. Si tel était
le cas, nous pourrions envisager de développer des protocoles thérapeutiques
d’injections aiguës d’hormone de croissance sur des patients aﬃchant une
stéatose hépatique, précédant des interventions chirurgicales, de résections
de tumeurs du foie ou de greﬀes. Les injections aiguës permettraient de s’af-
franchir de potentiels eﬀets secondaires induits par des injections chroniques,
tout en amenant à une diminution sensible du taux de morbidité/mortalité
trop souvent décrits dans ces situations pathologiques après opération.
9.3 De la stéatose au cancer : que se passe t-il ?
Le carcinome hépatocellulaire est le 8ème cancer mondial par ordre de
fréquence. On le diagnostique chez plus d’un demi million de personnes par
an et son incidence croît depuis 30 ans. Le virus de l’hépatite B et C, l’alcool
ou encore la stéatose hépatique représentent les principaux facteurs de risque.
Dans la grande majorité des cas, ces pathologies entrainent le développement
d’une cirrhose, qui concerne 90% des patients avec un hépatocarcinome [356].
En conséquence, il s’agit de tumeurs hétérogènes, issues de mutations variées
de diﬀérentes voies de signalisation.
De plus en plus d’études mettent en évidence le rôle joué par l’EGFR
dans la carcinogénèse hépatique. De nombreux travaux soulignent une aug-
mentation de l’activation de la voie EGFR -par les ligands ou le récepteur
lui-même- dans une proportion importante de carcinomes hépatocellulaires
[357]. Il a également été démontré que des injections répétées de Geﬁtinib
(un inhibiteur spéciﬁque de l’EGFR) avait un eﬀet anti-tumoral sur le déve-
loppement d’hépatocarcinomes de souris injectées à la DEN [358]. En consé-
quence, de plus en plus de travaux cherchent à établir des thérapies ciblées
contre l’EGFR pour lutter contre les carcinomes hépatocellulaires, comme il
en existe pour le cancer du poumon.
D’autre part, la stéatose et l’obésité sont maintenant considérées comme
des facteurs de risque de plus en plus important du carcinome hépatocellu-
laire [359]. Il a par ailleurs été montré récemment que le syndrome métabo-
lique entraîne l’apparition de tumeurs sans développer de ﬁbrose ou cirrhose
hépatique au préalable [65]. Ainsi, de nombreux travaux associent le carci-
nome hépatocellulaire à la voie de signalisation EGFR, pendant que d’autres
soulignent l’importance de la stéatose comme facteur de risque. Au premier
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abord, ceci semble en contradiction avec les résultats de notre étude mon-
trant une corrélation entre la stéatose hépatique et la diminution de l’EGFR.
A la lumière de ces éléments, il devient intéressant de comprendre ce qu’il
se passe spéciﬁquement au cours de la carcinogénèse induite par la stéatose
hépatique. Qu’en est-il du niveau d’activation de l’axe Hormone de crois-
sance/EGFR au cours de la progression de la stéatose jusqu’au carcinome
hépatocellulaire ? En eﬀet, même s’il est maintenant admis que l’EGFR peut
participer activement au développement de ces tumeurs, nous ne savons pas
ce qu’il en est du statut de l’EGFR, particulièrement dans les tumeurs dé-
rivant de foies stéatosiques. Il serait donc intéressant d’observer si ces carci-
nomes hépatocellulaires sont liés à une réexpression de la voie EGFR ou pas,
et de savoir si cela participe à la transition d’une prolifération initialement
inhibée au cours de la stéatose hépatique, vers une prolifération déverrouillée
associée au carcinome hépatocellulaire.
Pour répondre à ces questions, nous pourrions en premier lieu continuer
notre analyse de biopsies de patients obèses en se concentrant à présent sur
les cas de cancers, notamment issus de foies stéatosiques. Il serait intéressant
d’observer si la corrélation entre l’augmentation de la stéatose hépatique et
la diminution de l’EGFR est toujours présente dans les foies tumoraux stéa-
tosiques, ou si au contraire on observe une ré-expression de l’EGFR dans ce
contexte, associée ou non à une activation de la voie de l’hormone de crois-
sance en recherchant l’expression de ses cibles spéciﬁques dans le foie. Si tel
était le cas, il faudrait approfondir ces observations par des expériences sur
la souris. Nous pourrions choisir deux modèles induisant une stéatose hépa-
tique que nous pouvons utiliser sur le long terme : le modèle ob/ob et un
modèle induit par un régime fort en fructose, qui entraîne une forte stéato-
hépatite et se rapproche d’un régime occidental [95], ainsi que des contrôles.
Une série de ces animaux pourrait être injectés avec de la DEN pour induire
la formation de carcinomes hépatocellulaires sur foie stéatosique. Il serait
également intéressant de traiter la moitié de ces modèles animaux avec de
l’erlotinib pendant l’ensemble de l’expérience, pour déﬁnir si ce traitement
bloque, diminue le nombre de foyers tumoraux ou retarde la survenue de
tumeurs hépatiques. Dès lors, nous pourrions regarder à diﬀérents moments
l’expression de l’EGFR, ainsi que celles de ses ligands, mais aussi la voie
de l’hormone de croissance, en analysant ses cibles transcriptionnelles dans
les nodules tumoraux après microdissection laser. Cette même analyse au
sein des tumeurs formées nous permettrait de mettre en parallèle le niveau
d’EGFR à la taille des tumeurs observées, sur les foies stéatosiques, traités
à l’erlotinib ou non.
Dans un second temps, notre objectif serait d’identiﬁer les mécanismes
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moléculaires qui sont responsables de la réinduction de l’EGFR. En eﬀet,
identiﬁer des voies de signalisation contrôlant l’EGFR au cours de la carci-
nogénèse permettrait de mettre en évidence des facteurs de risque supplé-
mentaires dans le développement tumoral et d’agir en amont, avant la mise
en place et la progression des tumeurs. Il faudrait tout d’abord comprendre si
cette réactivation est dépendante d’une signalisation de l’hormone de crois-
sance ou d’autres voies. A titre d’exemple, de nombreux travaux ont notam-
ment établi des liens entre l’inﬂammation et la voie de signalisation EGFR
[360]. Il a notamment été montré que le TnFα contrôle la transcription de
l’EGFR sur plusieurs types de lignées cellulaires cancéreuses [361][362]. On
sait également que l’EGFR est une cible transcriptionnelle de la β-Catenin
[363]. Puisque les mutations de la β-Catenin sont fréquentes dans les carci-
nomes hépatocellulaire [364], cette protéine pourrait également jouer sur la
réinduction de l’EGFR dans le cancer. Aﬁn de comprendre quelles voies de
signalisation contrôlent l’expression de l’EGFR dans le carcinome hépatocel-
lulaire, nous pourrions mettre en place une analyse protéomique à grande
échelle par puces, en discriminant entre les tumeurs exprimant et activant
ou non l’EGFR sur les biopsies humaines de foies stéatosiques microdissé-
quées. Une autre approche par chromatine immunoprécipitation permettrait
éventuellement d’identiﬁer des facteurs de transcription ou répresseurs di-
rects de l’EGFR sur ces nodules tumoraux chez l’Homme. Tout ceci pourrait
nous aider à mettre en évidence certaines voies de signalisation suractivées
et potentiellement responsables de l’expression ou de l’activation de la voie
EGFR.
En déﬁnitive, approfondir les liens entre l’EGFR et la carcinogénèse hé-
patique permettrait de valider une nouvelle fois l’importance de cette voie de
signalisation dans le contrôle de la prolifération hépatocytaire de façon plus
générale, associée à diﬀérents contextes pathologiques et pas seulement au
cours de la régénération hépatique post hépatectomie. D’autre part, ces ré-
sultats conduiraient à cibler plus ﬁnement des thérapies anti-tumorales liées
à l’hépato-carcinome.
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Vous trouverez en annexe de ce manuscrit un protocole facilitant la lec-
ture des résultats complémentaires, ainsi que deux revues de la littérature :
1. Protocole de construction et d’ampliﬁcation des vecteurs adénoviraux
2. Une revue de la littérature s’intéressant à la régénération hépatique,
que nous avons écrite avec ma directrice de thèse Hélène Gilgenkrantz.
« H. Gilgenkrantz and A. Collin de l’Hortet, “New insights into liver
regeneration.,” Clinics and research in hepatology and gastroentero-
logy, May 2011 »
3. Une seconde revue de la littérature se concentrant sur la voie de si-
gnalisation EGFR, que nous avons écrite conjointement avec ma directrice
de thèse Hélène Gilgenkrantz ainsi que mon encadrant de thèse Jacques-
Emmanuel Guidotti.
« A. Collin de l’Hortet, H. Gilgenkrantz, and J.-E. Guidotti, “EGFR :
A Master Piece in G1/S Phase Transition of Liver Regeneration.,” Interna-
tional journal of hepatology, vol. 2012, p. 476910, Jan. 2012. »
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Protocole de construction et d’amplifi-
cation des vecteurs adénoviraux
Pour construire le vecteur adénoviral pour l’EGFR, nous avons suivi un








































Adenoviral vector ready to be ampliﬁed
Figure 9.1 – Construction du vecteur adénoviral EGFR. Quatre étapes abou-
tissent au vecteur adénoviral EGFR : (1) clonage du plasmide EGFR dans l’Ad-
Track. (2) Co-transfection de l’AdTrack et l’AdEasy pour recombinaison homo-
logue. (3) Linéarisation de l’Ad-EGFR-GFP. (4) Transfection dans des cellules
293, puis production
1- Grâce à Carmen Berasain, nous avons obtenu un plasmide contenant
la séquence EGFR, que nous avons cloné dans un plasmide « pAdTrack
».
2- Après linéarisation de ce plasmide par l’enzyme PmeI, nous l’avons
co-transformé avec le plasmide adénoviral « pAdEasy » (dont les
régions E1 et E3 sont délétées) dans des bactéries BJ5183 aﬁn de permettre
la recombinaison homologue entre les deux plasmides. Les plasmides correc-
tement recombinés ont ensuite été sélectionnés par la kanamycine.
3- Ce nouveau plasmide a été a linéarisé par PacI pour libérer la sé-
quence d’intérêt contenant en particulier l’EGFR et les régions déﬁcientes
E1 et E3 nécessaire à la réplication.
4- La séquence à ensuite été transféctée dans des cellules 293, trans-
complémentantes pour les région E1 et E3 (absentes du plasmide) (Figure
22). Ce système permet alors la production de particules adénovirales infec-
tieuses (déficiente pour la réplication), qui forment alors des plages de lyse
219
et permettent la constitution d’un pré-stock.
Ce pre-stock, ainsi que ceux des vecteurs adénoviraux pour Stat5 et les
diﬀérents contrôles (obtenus respectivement par Peter Rotwein et Sylvie Fa-
brega) ont été utilisés pour infecter un grand nombre de cellules 293 et obtenir
des stocks de particules virales de haut titre (supérieure à 1010 pi/ml).
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New insights into liver regeneration
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U.1016 Inserm, CNRS UMR8104, institut Cochin, university Paris-Descartes, 24,
rue du Faubourg-Saint-Jacques, Paris 75014, France
Summary Even if the Greeks probably anticipated rather than discovered the extraordinary
regenerative capacity of the liver with the Prometheus myth, this phenomenon still fascinates
scientists nowadays with the same enthusiasm. There are good reasons to decipher this process
other than to ﬁnd an answer to our fantasy of immortality: it could indeed help patients needing
large liver resections or living-donor liver transplantation, it could increase our understanding of
liver pathology and ﬁnally it could enable novel cell-therapy approaches. For decades, most of
our knowledge about the mechanisms involved in liver regeneration came from the classic two-
thirds partial hepatectomy (PH)model. In this scenario, hepatocytes play the leading role, which
raises the question of the simple existence of a stem cell population. Recently however, hepatic
progenitor cells come again under the limelight, seeming to play a role in liver physiology
and in various liver diseases such as steatosis or cirrhosis. Excellent reviews have recently
addressed liver regeneration. Our goal is therefore to focus on recent improvements in the
ﬁeld, highlighting data mostly published in the last two years in order to draw a putative
picture of what the future research axes on liver regeneration might look like.
© 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
Liver regeneration after partial hepatectomy
(PH): and the winner is. . . the hepatocyte!
After a two-thirds partial hepatectomy (PH) in rodents, the
remnant liver lobes will compensate for lost tissue and
recover the initial liver mass in less than two weeks [1].
In studying this model, the ﬁrst surprise came from the
discovery that near all hepatocytes, which are quiescent
and differentiated cells in the adult resting liver, are the
∗ Corresponding author. Tel.: +33 1 44 41 24 72;
fax: +33 1 44 41 24 21.
E-mail address: helene.gilgenkrantz@inserm.fr
(H. Gilgenkrantz).
ﬁrst cells to re-enter the cell cycle rapidly after PH [2].
Serial transplantation experiments in rodents have shown
that adult hepatocytes have a near inﬁnite capacity to pro-
liferate in vivo [3]. No need for a stem cell pool in these
conditions! It has been ﬁrst suggested that proliferating hep-
atocytes, in the resting liver [4] as in regenerating conditions
[5], migrate from the portal space to the perivenous region.
This ‘‘streaming liver’’ hypothesis has then been discarded
[6,7] but is now currently being re-examined with the help
of recent lineage studies that will be discussed below.
Ask for the program!
The search for the spark that initiates hepatocyte prolif-
eration and ignites all the downstream cascades has been
2210-7401/$ – see front matter © 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.clinre.2011.04.002
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Figure 1 The main steps of liver regeneration after partial hepatectomy (PH). (1) ‘‘Priming’’ phase: this initial step involves
cytokines pathways interactions between hepatocytes and non-parenchymal cells: as a result of TNF-a secretion, NF-kB becomes
activated in Kupffer cells leading ultimately to STAT3 expression in hepatocytes via the upregulation of IL-6. STAT3 pathway will
then induce transcription of early genes in hepatocytes, such as c-fos, c-jun, c-myc, promoting the G0/G1 transition. (2) Metabolic
and growth factors phase: metabolic changes in the liver are notably illustrated by a transient lipid droplet accumulation inside
hepatocytes. Simultaneously, growth factors coming from different tissues are expressed, including Amphiregulin (AR), HB-EGF,
EGF, TGFa and HGF binding to their cognate receptors on hepatocytes (respectively EGFR and C-Met). Eventually, this leads to
the activation of multiple pathways such as MAPK, STAT3, Pi3 K/Akt and ERK1/2 involved in liver regeneration to allow cell cycle
progression. (3) Termination phase: once liver regeneration is achieved, stop signals are expected to suppress proliferation. Proteins
from the TGF-b family display growth inhibitory effects on hepatocytes. More recently, the Mst1/2 has been proposed to be involved
in the end of liver regeneration in inhibiting Yap activation.
a Holy Graal quest: lipospolysaccharide (LPS), the ligand
of myeloid differentiation factor 88 (Myd88) [8] or sero-
tonin [9] were among the numerous prospective candidates.
However, nature has probably chosen redundancy to cover
its tracks precluding the discovery of a unique gene! Thus,
besides a few exceptions, the invalidation of a single gene
delays rather than impairs the restoration of liver mass.
Schematically, one can distinguish three steps that are
tightly orchestrated to allow liver regeneration completion.
The ﬁrst phase, called the ‘‘priming phase’’, occurs in the
ﬁrst hours after PH and poises the hepatocytes to enter G1
phase and to become receptive to growth factors [10]. The
expression of more than a hundred genes is induced in the
ﬁrst minutes to the ﬁrst hours after PH, the invalidation of
which often leads to a delay in regeneration [11,12]. The
priming phase requires the secretion of cytokines such as
TNF-a and IL-6, leading ﬁnally to the activation of the STAT-3
pathway within the hepatocytes (Fig. 1).
The second phase corresponds to an increased metabolic
demand imposed on the remnant liver. During this phase,
among other metabolic changes, a transient hypoglycemia
is suggested to induce systemic lipolysis followed by a lipid
droplets accumulation in the hepatocytes [13] whose impor-
tance for proliferation is discussed [14,15]. Concomitantly,
two main growth factors receptors, namely epidermal
growth factor receptor (EGFR) and c-Met will be activated,
stimulating the progression of hepatocytes through the cell
cycle. It seems that EGFR and c-Met have unique and poten-
tially overlapping functions. EGFR down-regulation induces
a delayed and reduced hepatocyte proliferation most likely
due to a defect in G1/S progression [16] with a compen-
satory activation of other ErbB receptors and c-Met [17].
Loss of c-Met signalling in hepatocytes also decreases liver
regeneration potential but this receptor seems to regulate
G2/M progression through a persistent extracellular signal-
regulated kinase (ERK1/2) activation [18]. Both EGFR and
c-Met will then recruit scaffolding proteins and activate
multiple intracellular intertwined networks, among which
MAPK, STAT3, Pi3 K/Akt and ERK1/2 are the most important
for liver regeneration. Beta-catenin pathway is also acti-
vated during G1/S transition, TGF-a being a direct target
of beta-catenin signalling [19]. Crosstalks between these
molecular pathways do not help with data interpretation.
Hepatocyte speciﬁc deletion of suppressor of cytokine sig-
nalling 3 (SOCS3), a negative regulator of STAT3, induces
the enhancement of DNA replication after PH [20] with an
activation of the ERK1/2 pathway. In contrast, liver spe-
ciﬁc STAT3-KO fails to impact liver regeneration, because
of an increased cell size probably due to the compensatory
activation of Akt/mTOR pathway [21]. While rapamycin, an
inhibitor of mTOR, inhibits DNA replication after PH [22],
the activation of PI3 K/PDK1/Akt pathway was involved in
hepatocyte cell size rather than in hepatocyte proliferation
[23]. Further characterization of the role of each protein
downstream of PDK1/mTOR pathway will surely help in the
understanding of the balance between hepatocyte prolifer-
ation and cell growth.
The last and much less studied step is the termination
of liver regeneration. Members of the Transforming growth
factor b (TGF-b) superfamily are known to be involved in this
step. However, the hyperproliferative answer inmice lacking
TGF-b receptor II is only transient and does not induce liver
overgrowth. The compensatory activity of activin A in this
context suggests that activin and TGF-b collaborate to stop
liver growth [24,25]. However, as discussed in the second
part of this review, TGF-b signalling pathway also plays a
role in the expansion of the progenitor cell compartment
[26].
Please cite this article in press as: Gilgenkrantz H, Collin de l’Hortet A. New insights into liver regeneration. Clin Res
Hepatol Gastroenterol (2011), doi:10.1016/j.clinre.2011.04.002
ARTICLE IN PRESS+ModelCLINRE-85; No. of Pages 7
New insights into liver regeneration 3
Cellular actors: immune and endothelial cells come
on stage!
Several data underlined the critical importance of cell
types other than hepatocytes such as macrophages, hep-
atic stellate cells and lymphocytes for the initiation of liver
regeneration [27,28]. The transfer of splenocytes from wild-
type mice but not lymphotoxin-deﬁcient mice improved
liver regeneration in T cell-deﬁcient mice [29], suggesting
that the adaptive immune system positively regulates liver
regeneration. Therefore, a pharmacological stimulation of
lymphotoxin beta-receptor might represent a novel thera-
peutic approach to improve liver regeneration. Conversely,
the depletion of natural Killer cells (NK) that are activated
after PH enhances liver regeneration, indicating that the
activation of the innate immunity negatively regulates liver
regeneration [30]. The role of NKT cells seems more com-
plex. Their activation accelerates liver regeneration after
PH [31] but is also correlated with an impaired liver regen-
eration in a mouse model of human hepatitis B infection
[32].
Interesting novel data came from endothelial cells that
are yet the last to enter the cell cycle after PH. Of course,
their importance in liver ontogeny already suggested that
they might also be involved in liver regeneration [33], but
the demonstration was still pending. An elegant recent
paper showed that liver sinusoidal endothelial cells (LSECs)
represent a phenotypically unique population, which ini-
tiates and sustains liver regeneration through the release
of angiocrine trophogens such as HGF and Wnt2 [34]. A
mathematical model in which the dynamics of individual
hepatocytes and blood vessels is simulated on a computer
has corroborated the role of LSECs in the orchestration of
a normal architecture recovery after a carbon tetrachlo-
ride liver injury. According to this model, the newly formed
hepatocytes align themselves along the nearest sinusoids,
[35], underlining the importance of a direct cellular contact
between LSECs and hepatocytes for proliferation. Finally,
an inducible deletion of the RBP-J Notch signalling regula-
tor comforted the crucial role of the endothelium for liver
regeneration. Notch signalling is known to be required for
regeneration of the liver vasculature. In the mutant model,
an abnormal arrangement of liver sinusoids was observed
after PH and the proliferation of LSECs was impaired. These
modiﬁcations were correlated with a reduced hepatocyte
proliferation and an increase in hepatocyte apoptosis [36].
Endothelial cells will thus have to be taken into account in
novel cell therapy approaches.
When the curtain falls
Recently, a very interesting pathway involved in the regula-
tion of drosophila organ size was identiﬁed as potentially
important for the termination of liver regeneration: the
Hippo (Mst1/2 in mammals)/YAP pathway [37]. This network
includes a cascade of kinases monitoring cell-cell contact
and polarity in drosophila, which has equivalent conserved
orthologous genes in mammals. When Mst1/2 is selectively
inactivated in a mouse liver, it induces the activation of
the downstream YAP kinase leading to hepatocyte entry
into the cell cycle and, consequently, to a massive liver
overgrowth [38,39]. Mst1/2 pathway is thus considered as
a gatekeeper for the overall liver size. A kinetic study of
post PH regeneration of invalidated animals for Mst1/2 will
bring the deﬁnitive argument for the role of this pathway in
regeneration termination.
A liver-speciﬁc ablation of integrin-linked kinase, which
is an extracellular matrix-adhesion component, induces a
termination defect of liver regeneration resulting in a sig-
niﬁcant larger liver than before PH [40]. Interestingly, these
mutant mice show a higher YAP expression during liver
regeneration, suggesting that integrin signalling, through
cell-cell contact and extracellular matrix modulation could
control the Hippo kinase pathway and the termination of the
liver regeneration process. The puzzle of the interconnec-
tions between Wnt/beta-catenin-Hippo cascade- and EGFR
pathways will surely be the subject of future studies.
MicroRNAs hide from backstage
As microRNAs constitute a new class of regulators orches-
trating proliferation and cancer, one can legitimately
speculate about their role in liver regeneration. Only a few
studies have yet addressed this question. Besides presenting
cell proliferation and apoptosis, young mice lacking Dicer1
in adult hepatocytes are otherwise minimally affected [41].
With ageing however, mutant mice show a moderate duc-
tular reaction with an increasing degree of inﬂammation
and necrosis. Since the most highly up-regulated gene in
Dicer1−/−mice is alpha-fetoprotein, it is hypothesized that
the increased proliferation seen in these mice is due to cells
reverting to hepatoblast-like state. Interestingly, a striking
number of imprinted genes are up-regulated in the absence
of Dicer1 activity in the liver. Mice with hepatocyte-speciﬁc
inactivation of DGCR8, which is required for microRNA bio-
genesis, have also been generated. They develop normally
after adulthood but their hepatocytes failed to transition
into S phase after PH. However, a subset of mice shows com-
pensatory expansion of adult liver progenitor cells that have
retained DGCR8 and therefore miRNA expression [42]. A
global analysis of miRNA expression during the ﬁrst 36 hours
after PH identiﬁed miR-21 as one of the seven most induced
miRNAs after PH. The authors suggest that miR-21 antogo-
nizes Btg2, a gene restraining G1 to S transition phase, thus
facilitating efﬁcient cell cycle progression [42]. There is no
doubt that numerous future publications will deal with the
role of miRNAs in liver regeneration and in the modulation
of the progenitor cell compartment.
Liver regeneration in other conditions: here
come progenitor cells!
Oval cells, small hepatocyte progenitor cells,
intermediate hepatobiliary cells: different facets
for a same character?
In the ﬁfties, Opie and Farber described a category of small
hepatic cells that they called oval cells, emerging from the
canal of Hering, where bile canaliculi connect with bile
ducts. Since then, it has become a hackneyed term used to
deﬁne a highly heterogeneous population of cells whose fate
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is classically bipotent giving rise to both hepatocytes and
cholangiocytes at least in vitro and at least in rodents. The
search for oval cells origin led to propose that mesenchymal
or stellate cells can be converted to hepatocyte-like cells
in a mesenchymal to epithelial transition hypothesis [43].
This still very controversial chapter remains to be written.
In human liver, immature cells called ‘‘intermediate hepato-
biliary cells’’ or ‘‘hepatic progenitor cells’’ have also been
found to reside in the canal of Hering or near intralobular
bile ducts. Their identity, function and molecular regulation
are discussed in a recent review [44]. A consensual deﬁ-
nition of this hepatocyte progenitor cell population is still
awaited. Recently, Foxl1 was proposed as a mouse lineage
marker for both hepatocytes and cholangiocytes but it has
yet to be demonstrated that a single cell can have both des-
tinies in vivo [45]. In humans, EPCAM, CK19, CD44, CD133
and NCAM have been identiﬁed as markers of the progenitor
cell population [46,47]. Is the canal of Hering a stem cell
niche where true self-renewing stem cells reside, giving rise
to a hepatoblasts progeny? Are they other different stem
cell niches such as peribiliary hepatocytes or intralobular
bile ducts as suggested by Kuwahara [48]? It is yet too early
to deﬁnitely answer those questions. Oval cell activation
has been reported in hepatocellular carcinoma (HCC) and
cholangiocarcinoma (CC). In the same line, CK19 or EpCAM
have also been described as markers for cancer stem cells
in humans [49]. Various knockout mouse models supposed
to be in the Hippo pathway show both the expansion of
a progenitor cell compartment as well as CC and/or HCC
development. All these data suggest that progenitor cells
might have a role in the emergence of liver tumors and will
need further conﬁrmation.
To stream or not to stream, that is (still) the
question!
Until very recently, the prevailing view was that the
adult hepatic stem cell compartment was activated only
in case of a hepatocyte proliferative defect, as in mas-
sive acute hepatitis in humans or after administration of
speciﬁc diets or DNA damaging agents in rodents such
as 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihidrocollidine (DDC) diet,
choline-deﬁcient ethionine supplemented diet or 2 acety-
laminoﬂuorene (2-AAF) treatment. Progressively however, it
appeared that these progenitor cells were indeed present in
the normal adult liver and increase during the progression
of various chronic liver diseases [44].
Recent lineage studies both in mice and in humans
brought some surprising evidence that hepatocytes in a
normal adult liver could originate from a stem cell pop-
ulation present in the periportal region and contributing
to the physiological hepatocyte turnover. Fellous et al.
[50] used a somatic mitochondrial DNA mutation in the
cytochrome c oxidase gene to demonstrate the clonal pro-
gression of mutant hepatocytes that derive from a common
precursor cell, rekindling the debate around the streaming
liver hypothesis. In mice, using a Cre-based lineage tracing
strategy, a Japanese group demonstrated that hepatocytes
physiologically differentiate from a sex determining region
Y-box 9 (Sox9)-expressing precursor pool of cells located in
the bile duct tree with a continuous supply to the adult
liver [51]. The newly formed hepatocytes migrate from the
periportal space to the central vein region. Even more sur-
prisingly, hepatocyte differentiation from these precursors
is also activated during the regenerative process following
bile duct ligation or carbon tetrachloride administration,
in contrast to a poor activation after PH (Fig. 2). These
data suggest that Sox9 could be a marker of a precursor
cell population during physiological cell replacement and
regenerative processes. They also underline the notion that
liver regeneration induced by toxic aggression or cholestasis
involves mechanisms distinct from those observed after PH,
questioning all our acquired knowledge on liver regeneration
[52]. Finally, a periportal to pericentral expansion of epithe-
lial cells expressing TGF-b signalling components has been
observed in regenerating transplanted livers coming from
living donors [26]. The disruption of the TGF-b signalling
pathway in mice induces the activation of hepatic progenitor
cells with activated Wnt signalling after PH [26], a pathway
that is indeed supposed to play a role in the proliferation of
oval cells in rodents [40]. The respective role and cross-talks
of Wnt pathway with Notch, which is involved in biliary dif-
ferentiation during development and duct remodeling after
birth [53,54], NF2/Merlin [55] and Hedgehog pathways [56],
in the activation of these progenitor cells compartment will
probably be one of the main research axes in the ﬁeld for
the next few years.
Liver progenitor cells and regeneration defects in
liver diseases
Liver regeneration defects are often encountered in chronic
liver diseases. The progression from ﬁbrosis to cirrhosis
is correlated with a reduction of the hepatocyte prolif-
erative capacity. This is in part due to the increasing
mito-inhibitory hepatocyte nuclear p21 expression and the
progressive hepatocyte-speciﬁc telomere shortening with
ﬁbrosis progression [57—60]. Regeneration is also impaired
in non-alcoholic steatohepatitis (NASH) and obesity [61—63],
independently of the degree of associated ﬁbrosis, although
the precisemechanisms involved is far from understood [64].
Despite the hepatocyte proliferation impairment in cir-
rhosis, regenerative nodules are a deﬁning pathological
feature of this disease. Using a lineage mitochondrial DNA
mutation approach, Alison’s group recently demonstrated
the monoclonality of regenerative nodules and suggested
that these cells derived from hepatic progenitor cells [65].
In cirrhosis, as in NASH, a ductular reaction corresponding
to the proliferation of cells with progenitor characteristics
has been described and its extent can be correlated with
both the progression of the disease and the impaired hepa-
tocyte replication [66,67]. The phenotypic characterization
of these cells is complex, some papers describing mutu-
ally exclusive expression of hepatocytic and biliary markers
while others underline the co-expression of both markers in
the same cells [47,66]. The origin and fate of these stem
cells during liver repair or ﬁbrosis progression are also con-
troversial [68]. An essential point will be to examine the
idea that regenerative nodules originate from the ductular
reaction, as recently suggested [65], and determine whether
they have a malignant potential.
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Figure 2 Two models of liver regeneration mechanisms according to the nature of the hepatic injury. a: the stimulus induced
by partial hepatectomy (PH) results in the division of mature hepatocytes. Hepatocytes will quit quiescence and enter division
in order to restore the initial liver mass. The prevalent hypothesis is that hepatocytes proliferate in a synchronous manner with
predominance in the periportal and mediolobular regions; b: according to Furuyama et al. [44], the stimulus induced by bile duct
ligation (BDL) or carbon tetrachloride (CCL4) involves rapid differentiation of a Sox-9 expressing progenitors pool coming from the
bile duct. These precursors differentiate into mature hepatocytes and the wave of proliferation will migrate from the portal vein
to the central vein region to repopulate the lost hepatic mass.
Conclusion
Although we thought that the main molecular pathways
involved in liver regeneration after partial hepatec-
tomy were already deciphered, the last few years have
yet brought new insights into mechanisms involved in
this process. These emerging and sometimes surpris-
ing results foreshadow the likely research priorities for
the next coming years: a better understanding of the
role played by the environment and by progenitor cells
in liver repair depending on the disease, a consen-
sual phenotypical deﬁnition of adult hepatic progenitor
cells, the determination of the cancer stem cells’ origin
or the characterization of the interconnections between
Wnt-beta-catenin/Notch/Hedgehog/TGF-b/Sox9 and Nf2-
Mst networks during liver regeneration process will probably
be some of the future challenges. This knowledge will be
detrimental to develop novel therapeutic approaches based
on the induction of hepatocyte proliferation or on stem cell
transplantation.
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Unraveling the molecular clues of liver proliferation has become conceivable thanks to the model of two-third hepatectomy.
The synchronicity and the well-scheduled aspect of this process allow scientists to slowly decipher this mystery. During this
phenomenon, quiescent hepatocytes of the remnant lobes are able to reenter into the cell cycle initiating the G1-S progression
synchronously before completing the cell cycle. The major role played by this step of the cell cycle has been emphasized by loss-
of-function studies showing a delay or a lack of coordination in the hepatocytes G1-S progression. Two growth factor receptors,
c-Met and EGFR, tightly drive this transition. Due to the level of complexity surrounding EGFR signaling, involving numerous
ligands, highly controlled regulations and multiple downstream pathways, we chose to focus on the EGFR pathway for this paper.
We will ﬁrst describe the EGFR pathway in its integrity and then address its essential role in the G1/S phase transition for
hepatocyte proliferation. Recently, other levels of control have been discovered to monitor this pathway, which will lead us to
discuss regulations of the EGFR pathway and highlight the potential effect of misregulations in pathologies.
1. Introduction
Althoughmammals have almost completely lost the fascinat-
ing regeneration capacities of amphibians, their liver retained
this unique ability. This process is evolutionarily conserved,
presumably because it is critical to mammals’ survival. Two-
thirds partial hepatectomy (PH) in rodents has been used
extensively to decipher the molecular and cellular clues of
liver regeneration. During this process, the liver regenerates
through hepatocytes, without the help of a stem cell com-
partment. A particularly fascinating point about this process
is that near all quiescent and differentiated hepatocytes quit
the G0 phase in a tightly synchronous manner to progress
into the G1/S phase transition and replicate their DNA. This
massive coordinated entry into the cell cycle is illustrated by
a sharp peak of BrdU (Bromodeoxyuridine) incorporation
whose timing differs among species (24 hours in rats and
36 to 42 hours in mice), reﬂecting the variability in the
length of the G1 phase. Even if hepatocyte S phase entry
is tightly synchronized, hepatocyte replication starts from
periportal area and progresses rapidly towards perivenous
area. Other nonparenchymal cells such as stellate cells, biliary
and endothelial cells proliferate after hepatocytes, respond-
ing potentially to other signals.
This paper will focus on the molecular mechanisms
involved in this synchronous entry into the cell cycle,
highlighting the speciﬁc role of the epidermal growth factor
receptor (EGFR) during this process in all its complexity.
2. Growth Factors and the Synchronous Entry of
the Hepatocytes into the Cell Cycle
Hepatocyte proliferation is preceded by an inﬂammatory
stimulus, described in the pioneering work of Nelson Fausto
as the “priming phase” [1, 2]. This ﬁrst step is reversible
since, without the subsequent involvement of growth factors,
hepatocytes do not progress through cell cycle and return
to quiescence. It involves the secretion of cytokines by
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nonparenchymal cells such as Kupffer cells and poises hep-
atocytes to become receptive to these growth factors [3, 4].
In vivo, this priming stage is required since hepatocytes
exhibit only a minimal response to transforming growth
factor alpha (TGF-α), epidermal growth factor (EGF), or
hepatocyte growth factor (HGF) without it. In contrast,
these factors are potent mitogens in vitro [5–8]. In primary
culture, hepatocytes replicate their DNA synchronously after
addition of EGFR ligands, suggesting that isolation of
hepatocytes from the liver induces priming [6, 9, 10] and for
review [11–13].
After cytokines have triggered the G0 to G1 phase tran-
sition, required growth factors for the progression through
the cell cycle into the S phase are signaling through two main
tyrosine-kinase receptors: EGFR and c-Met.
HGF is the main ligand of c-Met receptor. It is mainly
secreted by macrophages and endothelial liver cells [14].
Overexpression of HGF in the liver of transgenic mice
increases hepatocyte proliferation during postnatal develop-
ment and accelerated liver regeneration after PH but has
minor effects at adult stage in a quiescent liver [15–17]. On
the contrary, conditional deletion of this receptor, as well
as studies using RNAi in the liver of mice, caused either a
signiﬁcant decrease in the peak of proliferation [18, 19] or
a delay of S-phase entry [20]. Moreover, Thorgeirsson’s team
indicated that c-Met is required for G2/M progression as well
as entering the cell cycle in vivo [19].
As opposed to HGF/c-Met axis, EGFR has numerous
ligands (EGF, amphiregulin, HB-EGF, TGF-α, epiregulin,
betacellulin, epigen). For this reason, the implication of this
pathway after PH has been studied extensively through-
out the years, as it involves several growth factors and
downstream pathways to control the proliferation balance.
Interestingly, Mitchell et al. showed that after 1/3 PH inmice,
there is a lack of a synchronous wave of DNA replication
[21]. They then observed that, among the growth factors
induced during liver regeneration, the secretion peak of
HB-EGF usually observed 24 h after 2/3 PH was absent
after the 1/3 PH [21]. HB-EGF injection in 1/3 hepatec-
tomized mice is then sufficient to restore a peak of BrdU
incorporation in hepatocytes [21]. Besides highlighting the
robust mitogen potential of HB-EGF, this study indicated the
importance of the EGFR pathway in the synchronous induc-
tion of DNA replication in a dose-dependent manner after
PH.
3. EGFR Pathway
3.1. General Description of EGFR. The Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR), also known as ErbB-1, is a plasma
membrane glycoprotein, which belongs to the ErbB family
of receptor tyrosine kinases (RTKs) jointly with ErbB-2,
ErbB-3, and ErbB-4 [22]. It contains an extracellular domain
with two cysteine-rich regions, a single transmembrane-
spanning region, and a well-conserved cytoplasmic tyrosine
kinase domain [23]. Upon ligand binding, ErbB proteins can
either homo- or heterodimerize with other members of the
ErbB family to activate downstream signaling pathways that
regulate proliferation, growth, and differentiation [24].
EGFR was the ﬁrst member of this family as well as the
ﬁrst RTK to be discovered [25] and plays an essential role
in the development of epithelial cells but also in tumors
of epithelial cell origin [26]. Ligand induced EGFR dimer-
ization leads to receptor autophosphorylation at tyrosine
residues (Figure 1). Some of them can be regulated via other
signals like growth hormone [27, 28] or oxidative stress
[29, 30]. Phosphotyrosine residues allow the recruitment
of speciﬁc partners to activate different downstream path-
ways. EGFR controls a variety of signals ranging from cell
proliferation, cell motility, apoptosis decrease, to epithelial-
mesenchymal transition, upregulation of matrix metallopro-
teinases, and has even been proposed to be involved in stem-
cell maintenance [31]. Moreover, EGFR has also been shown
to regulate downstream targets by directly translocating its
internal region into the nucleus, activating cell cycle genes
such as Cyclin D1 [32] or genes involved in inﬂammation
like COX-2 [33]. Interestingly, Cox-2-deﬁcient mice showed
an impaired liver regeneration [34].
EGFR signaling is regulated in part by endocytic sorting
[35, 36]. Upon ligand binding, EGFR is internalized and traf-
ﬁcked to the endosome. Depending on ligand/EGFR com-
plex stability [37] and ubiquitination process by cbl family
proteins [38], EGFR is either degraded in the lysosomal
compartment or recycled to the plasma membrane [35,
37, 39]. This process may represent an important negative
feedback regulatory mechanism to control EGFR signaling
[35, 36].
3.2. EGFR Pathway in the Liver. There is a strong expression
of EGFR in the adult liver, but also during development and
regeneration, suggesting an important role for its function
[40]. Disruption of EGFR in mice has led to death from
mid-gestation up to third week depending on the genetic
background, showing various signs of abnormalities to mul-
tiple organs including the skin, kidney, brain, gastrointestinal
tract, and the liver with thickened hepatocyte cords, distorted
sinusoidal anatomy, and abnormally vacuolized nuclei [41].
Speciﬁc deletion of EGFR in hepatocytes did not reveal any
phenotypical abnormality apart from a reduction in body
weight [42]. It has been shown that EGFR ligands exhibit
functional differences in models of paracrine and autocrine
signaling [43]. Several ligands, such as amphiregulin, epi-
dermal growth factor (EGF), heparin-binding EGF (HB-
EGF), betacellulin, epiregulin, and TGF-α have been shown
to be able to activate the EGFR pathway and some of them
induced strong mitogens signals in the liver [44]. There is
no evidence that these ligands bind speciﬁcally to EGFR and
not to other ErbB proteins with whom EGFR can dimerize,
although their essential role during liver regeneration has
been demonstrated for some of them as described below
[45].
There are four main downstream pathways usually asso-
ciated with EGFR activation: Ras/MAPK, PI3K/Akt, signal
transducer and activator of transcription (Stats) and phos-
pholipase C-gamma 1 (PLCΥ1) pathways [46] (Figure 1).
However, it has been shown in different epithelial cell types
in vitro that ligands binding to EGFR induce different








































Figure 1: EGFR induced signaling pathways. The major source of each EGFR ligands involved in liver regeneration is schematized.
Amphiregulin liver induction right after PH is not sufficient to determine the cellular origin of this secretion. Upon binding of its ligands,
EGFR homodimerizes leading to phosphorylation of many tyrosine residues localized in the carboxy-terminal tail of EGFR. Phospho-EGFR
is then able to recruit adaptor proteins. They transduce the EGFR signaling by inducing several EGFR-dependent pathways, including the
RAS-MAPkinase, PI3K-AKT, PLCγ, and Stat pathways. Collectively these pathways control proliferation, differentiation, migration, and
survival of the cell.
downstream signaling pathways according to their affinity.
While high affinity ligands (10% of EGFR pool) activate
Ras/MAPK and PI3K/Akt pathways, low affinity ligands
(90% of EGFR pool) induce Stats and PLCΥ1 pathways
[47]. It is now clear that those different pathways are highly
interlinked, but for the following they will be described
separately.
Once activated, the internal region of EGFR can serve as
a docking site for Src homology 2 domains such as Grb2 and
Shc [48, 49]. Grb2 or Shc then interacts with Ras, leading
to an interaction with Raf, which will in terms activate
the whole MAP kinases pathway [48–50]. The activation
of EGFR can also provide a docking site for p85, which is
the protein subunit of PI3K. Once activated, it will in turn
phosphorylate Akt to promote cell survival and proliferation
[51]. In the liver, EGFR-dependent Stats activation does not
depend upon JAK kinases activation, as it is usually the
case. Instead, Stats have been proposed to be constitutively
associated to EGFR, becoming active directly by EGFR
phosphorylation [49, 52]. More recently, the Src-kinase has
been proposed to activate Stats through EGFR activation [53,
54]. The precise mechanism of PLCΥ1 activation remains
unclear, but it appears that PLCΥ1 is also directly associated
to EGFR but does not need tyrosine phosphorylation [55].
The activation of PLCΥ1 will yield 1,2-diacylglycerol (DAG)
and inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). DAG can then activate
PKC whereas IP3 can activate Ca2+-dependent pathways
[56].
4. EGFR Pathway during the G1-S
Phase in Hepatocytes
4.1. The Input of EGFR Ligands in Invalidation Mouse Models.
Themitogenic action of the EGFR signal was ﬁrst determined
in vitro, on primary culture of hepatocytes. EGFR ligands
were added in serum-free medium culture and tested for
their capacity to induce hepatocyte proliferation in rodents.
Four of them: TGF-α, HB-EGF, EGF, amphiregulin, were
determined as hepatocyte growth factors since they allow
their synchronized S phase entry [5–8].
After 2/3 PH, the protein level of these EGFR ligands
increases rapidly [8, 57, 58]. Their mitogenic role was studied
in vivo using ligand injection, gene overexpression, RNA
interference, and conditional gene knockout strategies.
Loss of HB-EGF expression by knocking-out the gene
led to major impairment of liver regeneration character-
ized by the absence of hepatocytes synchronized S phase
entry [21]. Conversely, liver HB-EGF overexpression in
transgenic mice induced a drastic increase of proliferating
hepatocytes compared to wildtype nontransgenic littermates
[59].
Salivary glands ablation in rodent [60–62], which are
the main source of EGF, provoke a main liver regenerative
defect hepatocytes being blocked in G1 phase, as it is the case
in the conditional amphiregulin knockout mice [8]. After
salivary glands ablation, EGF injections restore hepatocyte
proliferation in rats [60–62].
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Thus, misregulation of these three latter EGFR ligands
leads to the same proﬁle of liver regenerative defect char-
acterized by a desynchronized S phase entry of hepatocytes.
These results then suggest that these ligands are not redun-
dant during liver regeneration. In contrast to these three
liver EGFR ligands, gene inactivation of TGF-α in mice had
no effect on liver regeneration [63] although it has been
demonstrated on hepatocytes primary culture, that TGF-α
has the samemitogen capacities as EGF, amphiregulin orHB-
EGF [5, 6, 8, 64–66].
Different non-exclusive hypotheses can be proposed
to understand the non-redundancy of HB-EGF, EGF and
amphiregulin ligands. This can be explained by the impor-
tance of ligands sequential binding, by different ligands
activating different EGFR downstream pathways or by the
necessity to reach a threshold of total ligands quantity, in
order to induce proliferative signals. Regarding TGF-α, the
paradoxical results obtained in vitro and in vivo, can be
explained if we hypothesize that already expressed EGFR
ligands compensate for TGF-α. Genetic replacement of
one ligand by another one at the same physiological level
using knocking-in strategies, could help to understand these
discrepancies.
4.2. The EGF Receptor during Regeneration. The role of EGFR
(ErbB1) in the G1 phase of the cell cycle in hepatocytes
has also been studied in vivo either by RNA interference
injection in rats [67] or by conditional gene inactivation in
mice [42]. Both experiments induced a major impairment
of liver regeneration resulting in an altered progression into
the G1 phase. However, mutant livers can ﬁnally complete
regeneration suggesting that EGFR is a critical regulator
of hepatocyte proliferation in the initial phases of this
process. As opposed to other tissues, ErbB-2 and ErbB-4
are not expressed in the regenerating liver and thus, cannot
heterodimerize with EGFR [40]. However, in contrast with
liver regeneration, it has been observed that ErbB-2 is re-
expressed in primary culture of hepatocytes, participating
to the induction of proliferation in vitro [68, 69]. ErbB-3 is
induced after PH but its ligands are not known to participate
to hepatocyte proliferation [40].
The common molecular mechanism between all these
studies consists in a downregulation of cyclin D1 expression,
the ﬁrst cyclin that is activated during progression in G1
phase [70, 71]. However, there is very little information
on signaling pathways activated downstream of EGFR in
hepatocytes to induce their proliferation. In primary culture
of hepatocytes, Erk1/Erk2 and PI3K/AKT cascades have
been shown to be activated by EGF to induce hepatocyte
proliferation [72, 73]. However, during liver regeneration
of EGFR knock outs speciﬁcally in hepatocytes in mice,
none of these canonical downstream pathways were found
dysregulated [42], while livers of rats injected with an EGFR
RNAi showed a Stat3 misregulation [67]. Regarding knock
outs experiments, the authors only reported a defect in the
NF-κB and in p38 activation during the G1 phase [42].
The essential role of NF-κB during liver regeneration is to
“prime” hepatocytes and not to participate to the G1 phase
progression [4, 10]. However it was suggested that it could
control cyclin D1 transcription [74, 75]. In vitro studies
showed that EGFR could activate Ca2+ dependent pathways
such as RaI and NF-κB through the phosphorylation of
PLCγ. PLCγ is one of the possible downstream pathways
activated by EGFR. It has been shown that the increased
activity of nuclear PLC in regenerating rat occurs before
DNA synthesis peak after PH [76]. Moreover, Farrell’s group
pointed out the role of the EGFR/PLCγ axis in hepatocyte
proliferation in a model of chronic ethanol consumption
[77].
In rats injected with RNAi directed against EGFR, Stat3
transcription downregulation was observed by transcrip-
tomic approach [67]. This result may be relevant since
Stat3 is a target of EGFR and has the capacity to activate
proliferation through cyclin D1 in other cell types. However,
it would have been interesting to check both the protein
expression and activation level of Stat during the regen-
erating process, as this hypothesis does not match with
cell culture experiments. It was indeed demonstrated that
the Stats (Stat3 and Stat5) were not recruited for EGFR
dependent hepatocyte proliferation in vitro [78].
The discrepancy between the in vitro and in vivo
results makes it difficult to fully understand which are the
intracellular targets required to induce the EGFR dependent
progression into the S phase.
5. Regulation of the EGFR Pathway during
Liver Regeneration
5.1. Regulation of the Ligands. Liver regeneration efficiency
could indeed be controlled either by EGFR ligands induction
and/or by EGFR activation. While various factors have been
shown to regulate EGFR ligands in the quiescent liver, very
little is known during the regenerative process when these
factors are induced.
The Hippo signaling pathway, well known to be involved
in cell proliferation, could also regulate the EGFR pathway
through its pivotal effector, YAP (Yes-associated protein).
Indeed, it has been shown that YAP regulates amphiregulin at
a transcriptional level [79]. Interestingly, one study showed
that YAP protein level increases after PH, suggesting a role
in liver regeneration [80]. Loss of Hippo signaling in the
mouse liver has been shown to lead to YAP induction and
liver hyperplasia with hepatocytes progenitors proliferation
[81–83]. However, no study has been yet performed after
partial hepatectomy in YAP knockout mice to comfort this
potential role.
Different members of the ADAM family induce the mat-
uration of EGFR ligands, by cleaving them, and thus increas-
ing their biodisponibility for EGFR binding [84]. ADAM
10 is able to cleave EGF transmembrane precursors [85].
ADAM 17, also known as tumour necrosis factor-α-(TNF-α-
)converting, enzyme, or TACE, can shed amphiregulin, TGF-
α and HB-EGF precursors [86, 87]. It has been suggested that
ADAM17, upon TNF-α addition in hepatocyte cell culture,
transactivates EGFR by cleaving TGF-α, increasing hepa-
tocyte proliferation [88]. As for liver regeneration, ADAM
17 expression increases at the late G1-phase corroborating
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a potential regulator role of EGFR signaling during this
regenerative process [89].
5.2. Regulation of the Receptor. Regarding the receptor, we
recently pointed out the major role played by the growth
hormone (GH) pathway to control EGFR. GH is a pleiotropic
hormone that plays a major role in proliferation, differentia-
tion, andmetabolism via its speciﬁc receptor. It has been pre-
viously suggested that GH signaling pathways are required
for normal liver regeneration [90, 91]. Consequently, we
recently investigated the mechanism by which GH controls
liver regeneration. GH receptor knockout mice (GHrKO)
showed a major liver regeneration impairment correlated
with a downregulation of ERK1/ERK2 activation [92]. We
showed that GH controlled the EGFR expression at the
mRNA level in liver from quiescent stage until the mid G1-
phase [92]. Most of GH physiological effects are mediated by
the Stat5 transcription factor. Interestingly, EGFR expression
was drastically down regulated in the liver of mice deleted
for Stat5b in their hepatocytes [93]. However, chromatin
immunoprecipitation experiments failed to demonstrate that
Stat5b binds to EGFR promoter and suggested that it acts
indirectly through intermediate proteins [93]. IGF-1, the
major target gene of GH/Stat5b axis in the liver could have
been an interesting target since it is known to be involved in
liver regeneration control and it is drastically downregulated
in GHrKO mice [91, 94]. However, we demonstrated that it
is not the case, its forced expression in GHrKO mice hep-
atocytes failing to rescue EGFR expression (personal data).
Interestingly, GH has also been described to control EGFR
at posttranscriptional level, inducing its phosphorylation in
quiescent liver [27, 28]. Accordingly with these data, EGFR
failed to be activated by phosphorylation throughout the G1
phase in the hepatectomized GHrKO mice, even when it was
reexpressed in mid/late G1-phase [92].
Bile acids that have been shown to contribute to liver
regeneration have recently been considered as an interme-
diate in the interplay between EGFR and the Fas apoptotic
pathway. Indeed, CD95L and hydrophobic bile acids are
known to transactivate EGFR, but depending on the cell type,
CD95-EGFR-mediated signalling ends up in cell apoptosis
or cell proliferation. Thus, EGFR activation by CD95L or
bile acids can lead to hepatic stellate cell proliferation but
hepatocyte apoptosis [95].
Finally, the Wnt/β-Catenin pathway that is activated
during the mid G1-phase during liver regeneration process
could also participate to EGFR regulation during the liver
regeneration process [96, 97]. β-catenin has been proposed
to control EGFR in quiescent liver at a transcriptional level
[98], but there is no clear evidence for a direct action
of β-catenin via the putative Lef/Tcf site present on the
EGFR promoter [98]. However, liver regeneration studies
on mice deleted for ctnnb1 (the gene coding for β-catenin),
although leading to a liver regeneration delay, did not point
out an EGFR expression impairment [96, 97, 99]. We can
hypothesize that β-catenin pathway compensates for EGFR
defect in GHrKO mice from mid G1-phase when EGFR
expression was reinduced.
6. Conclusion
Altogether, these data highlight the major role played by
growth factors via EGFR in the liver regeneration process.
Its activation during the G1 phase controls the cell cycle
progression of hepatocytes from the G1 phase until the
S phase leading to the synchronized hepatocytes S-phase
entry. In liver regeneration, even though ligands have been
identiﬁed, downstream pathways leading to hepatocytes S
phase entry as well as the mechanisms that regulate EGFR
pathway activation remain to be determined. In this context,
our results point out the major role played by GH to control
its expression and activation during the regenerative process
[92].
The degree of complexity of hepatocyte proliferation’s
regulation by growth factors is reinforced by the question
of a potential crosstalk and/or redundancy between EGFR
and HGF pathways since they both induce hepatocytes
G1/S progression and can activate the same downstream
gene cascades [18–20, 42, 67]. A relationship between these
pathways has been suggested by the observation that loss
of c-Met or EGFR both lead to major liver regeneration
impairment. This could result from the necessity of two
independent pathways or by the existence of an essential
interrelation between both pathways, to induce a robust
hepatocyte proliferation signal. Since in vitro studies led to
discordant results, it should be interesting in the future to
test the redundancy or independence of c-met and EGFR
pathways for liver regeneration in double knockout mice.
Given the importance of EGFR signaling to control
hepatocytes division and its regulation by GH, it will be
interesting to determine the incidence of misregulations of
the GH/EGFR axis on the liver proliferative capacity in
hepatic physiopathology. There have been numerous studies
in human and in mice reporting defects of the GH signaling
in various liver pathologies. For example, liver cirrhosis
has been associated with the inhibition of GH signaling in
the liver [100, 101]. Obesity, often associated with hepatic
steatosis and insulinoresistance, is also characterized by a
decrease of GH level in the serum of patients [102, 103].
We found in different mouse models that hepatic steatosis
is associated both with a downregulation of GH pathway
and a downregulation of EGFR expression (personal data).
We therefore hypothesize that the loss of liver proliferation
capacity in liver steatosis is related to the GH/EGFR axis
misregulation.
In contrast, the EGFR signaling upregulation has been
involved in cancer development in many tissues [104]. In
hepatocellular carcinoma, its misregulation was found in 60
to 80 percent of patients, depending on studies, leading to the
suggestion that EGFR signaling upregulation was associated
with the increased proliferative capacity of liver tumoral cells
[105].
The complete deciphering of EGFR signaling regulatory
pathways resulting in this tricky balance will therefore be
crucial in the future to develop appropriate therapeutic
strategies allowing stimulation of hepatocyte proliferation in
chronic liver diseases if required or in contrast, to reduce it
in cases of tumoral progression.
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